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1. Einleitung 
Gravitation ist eine auf der Erde ständig vorhandene Kraft, an die sich das Leben 
während der Evolution angepasst hat. Da die bemannte Raumfahrt immer mehr an 
Bedeutung gewinnt, spielt die Erforschung veränderter Gravitationsbedingungen in 
vivo und in vitro eine zunehmend wichtige Rolle. Hierbei ist insbesondere die 
Fragestellung, welchen Einfluss veränderte Schwerkraft auf (patho-)physiologische 
Prozesse ausübt, von großem Interesse. Es ist bekannt, dass Hypo- und 
Hypergravitation auf zellulärer Ebene unter anderem einen Einfluss auf Morphologie, 
Proliferation und Differenzierung haben (Carmeliet und Bouillon 1999, Furutsu et al. 
2000). Diese Prozesse werden über Signalkaskaden intrazellulär verarbeitet und 
weitergeleitet. Das zyklische Guanosin-3’,5’-Monophosphat (cGMP) nimmt als 
sekundärer Botenstoff in der Signalweiterleitung innerhalb der Zelle eine wichtige 
Rolle ein und hat bei humanen Melanozyten eine große Bedeutung. Melanozyten 
stellen außerdem aufgrund ihrer Fähigkeit, mechanische Reize in biochemische 
Signale umzuwandeln, ein geeignetes Zellsystem zur Untersuchung von 
Gravitationsveränderungen dar. Deshalb untersuchten Ivanova et al. (2004) die 
Effekte erhöhter Schwerkraft auf die cGMP-Konzentration in Melanozyten und 
Melanomzellen mit unterschiedlichem Metastasierungspotential. Sie konnten einen 
erhöhten hypergravitationsinduzierten cGMP-Efflux in normalen humanen 
Melanozyten und nicht-metastasierenden, jedoch nicht in metastasierenden 
Melanomzellen, nachweisen, welcher über spezifische cGMP-Transporter, die 
Multidrug-Resistenz Proteine (MRP) 4 und 5, erfolgt (Lambers 2009). 
1.1. Guanylylzyklase-cGMP-Signaltransduktion 
Die intrazelluläre Weiterleitung von (extrazellulären) Signalen erfolgt über sekundäre 
Botenstoffe, wie z.B. das cGMP. cGMP ist über Effektorproteine wie 
Phosphodiesterasen (PDE) und Proteinkinasen (PKG) an einer Vielzahl 
physiologischer Prozesse beteiligt. Auf kardiovaskulärer Ebene vermittelt cGMP 
vasodilatatorische (Diamond 1978, Axelsson et al. 1979) und 
thrombozytenaggregationshemmende Prozesse (Mellion et al. 1981, Gerzer et al. 
1989). Weiterhin konnten Flynn et al. (1983) nachweisen, dass cGMP in die Natrium- 
und Wasserresorption der Niere und des Dünndarms involviert ist. In der Retina des 
Auges vermittelt cGMP die Weiterleitung empfangener Lichtsignale (Yau und 
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Nakatani 1985) und auf neuronaler Ebene ist es maßgeblich an der synaptischen 
Übertragung von Aktionspotentialen beteiligt (Shibuki und Okada 1991).  
Bei der Bildung von cGMP handelt es sich um einen enzymatischen Prozess, 
welcher von der Enzymfamilie der Guanylylzyklasen (GC) katalysiert wird. 
Guanosintriphosphat (GTP) wird in diesem katalytischen Schritt in cGMP und 
Pyrophosphat umgewandelt. Neben einer membrangebundenen Form der 
Guanylylzyklase (pGC), existiert auch eine lösliche bzw. zytosolische Form der GC 
(sGC). Über die Bindung von natriuretischen Peptiden erfolgt die Aktivierung der 
pGC, während die sGC über die Bindung von Stickstoffmonoxid (NO) aktiviert wird. 
Die intrazelluläre cGMP Konzentration wird zum einen über die Synthese durch sGC 
und pGC und zum anderen durch den Abbau über PDE oder über Transport in den 
extrazellulären Raum im Gleichgewicht gehalten (Beavo et al. 2002). 
1.1.1. Lösliche Guanylylzyklase 
Die sGC ist ein heterodimeres Protein (Gerzer et al. 1981b), welches im Zytosol von 
vielen Säugerzellen, insbesondere in Lungen- und Hirngewebe zu finden ist. Sie 
besteht aus einer α- und einer β-Untereinheit, von denen es wiederum vier 
verschiedene Isotypen (α1, α2, β1und β2) gibt (Kamisaki et al. 1986, Harteneck et al. 
1991, Matsuoka et al. 1995, Russwurm et al. 1998). Die zunächst in humanen 
Hirnzellen entdeckten Isotypen α3 bzw. β3 wurden durch erneute cDNA Klonierung 
und Sequenzierung von Zabel et al. als Homologe zu den in Ratten und 
Rindergewebe gefundenen α1 und β1 Isotypen erkannt und sind somit lediglich 
humane Varianten dieser Isotypen (Zabel et al. 1998). Budworth et al. führten 1999 
eine Untersuchung zum Vorkommen der unterschiedlichen Isotypen im humanen 
Gewebe durch. Hierbei konnten sie feststellen, dass β1 besonders stark in Geweben 
exprimiert wird, die beide α-Untereinheiten vorweisen. In den untersuchten 
Gehirnarealen, der Hirnanhangdrüse und der Plazenta ist die mRNA-Expression von 
β1 höher als die von α1. In Herz, Prostata und Dünndarm finden sich hingegen 
größere Mengen α1 als β1 auf mRNA-Ebene. α2 hingegen wird ausschließlich im 
Gehirn, der Plazenta, dem Uterus, dem Pankreas und der Milz exprimiert (Budworth 
et al. 1999). Die β2-Untereinheit konnte hingegen bisher ausschließlich in 
Nierenzellen der Ratte (Yuen et al. 1990) und in humanen Magenkarzinomzellen 
nachgewiesen werden (Behrends und Vehse 2000). Das Molekulargewicht der β1-
Untereinheit beträgt 70 kDa (Kamisaki et al. 1986, Koesling et al. 1988, Nakane et al. 
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1988); wohingegen das Molekulargewicht der α1-Untereinheit je nach Organismus 
zwischen 72 kDa (Rinderlunge; Gerzer et al. 1981c) und 82 kDa (Rattenlunge; 
Nakane et al. 1990) variiert. 
Für eine funktionierende sGC müssen sowohl eine α- als auch eine β-Untereinheit 
vorliegen. Dies konnten Nakane et al. zeigen, indem sie über transiente Transfektion 
zunächst entweder die α1- oder β1-Untereinheit in L-Zellen, welche eine geringe 
sGC-Aktivität haben, einbrachten. Dies führte jedoch zu keiner messbaren sGC-
Aktivität. Erst nach einer Kotransfektion beider Untereinheiten konnte eine signifikant 
erhöhte sGC-Aktivität gemessen werden (Nakane et al. 1990). Das Heterodimer 
α1/β1 wird allgemein als die in Säugetiergeweben universal vorkommende Isoform 
angesehen (Gupta et al. 1997). Im Vergleich zu ebenfalls funktionalen α2/β1 
Heterodimeren, zeigt das α1/β1 Heterodimer eine deutlich höhere basale und durch 
NO-stimulierbare Aktivität (Budworth et al. 1999).  
 
COOH
Fe2+
N N
NN
α
β
His105
NH2
H2N
NO
HOOC
N-terminale Domäne 
mit Häm-Gruppe
Dimerisationsdomäne
Katalytische C-terminale
Domäne
GTP cGMP 
+PPi  
 
 
 
Jede Untereinheit der sGC kann in drei funktionale Domänen unterteilt werden 
(Andreopoulos und Papapetropoulos 2000): die katalytische C-terminale Domäne, 
die zentrale Dimerisationsdomäne und die Häm-bindende N-terminale Domäne (Abb. 
1-1). 
Abbildung 1-1: Schematische Darstellung der heterodimeren sGC mit α- und β-Untereinheit. 
Die N-terminale Domäne beinhaltet die Häm-Gruppe als NO-Bindungsstelle, während an der C-
terminalen Domäne die Umwandlung von GTP in cGMP erfolgt. PPi = Diphosphat (modifiziert nach 
Hobbs 1997) 
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Die C-terminale Domäne katalysiert die Bildung von cGMP aus GTP und ist die am 
weitesten konservierte Region. Große Homologien treten nicht nur zwischen den vier 
Untereinheiten, sondern auch den pGCs und der Adenylatzyklase, welche ähnliche 
Reaktionen katalysiert, auf (Chinkers und Garbers 1989, Thorpe und Garbers 1989). 
Die N- und C-terminalen Domänen sind über eine Dimerisierungsdomäne  
miteinander verbunden (Wilson und Chinkers 1995). Die Dimerisierung einer α- und 
einer β-Untereinheit ist unentbehrlich, um eine funktionale sGC zu erhalten. 
Die N-terminale Domäne besitzt eine prosthetische Häm-Gruppe (Gerzer et al. 
1981a), welche aus vier Stickstoffatomen besteht, die um ein zentrales Eisenatom 
angeordnet sind. Das Eisenatom kann entweder in einer oxidierten (Fe3+) oder 
reduzierten (Fe2+) Form vorliegen und ist über eine axiale Bindung mit der 
Aminosäure Histidin verbunden (Stone und Marletta 1994). Eine Mutation des 
Histidins 105 (His-105), welches am N-Terminus der β1-Untereinheit liegt, führt zu 
einer NO-insensitiven sGC (Wedel et al. 1994). Deletionen von 64 Aminosäuren in 
der am wenigsten konservierten N-terminalen Domäne von β1 führten ebenfalls zum 
Verlust der NO-Sensitivität, wohingegen Deletionen in der α1-Untereinheit zu keiner 
veränderten NO-Reaktionsfähigkeit führten (Foerster et al. 1996). Diese Studien 
deuten darauf hin, dass sich die Häm-bindende Region der sGC im N-Terminus der 
β1-Untereinheit befindet und die Aminosäure His-105 die Verbindung zur β1-
Untereinheit darstellt. NO bindet an das Fe2+ der Häm-Gruppe und bildet zunächst 
eine 6-fach koordinierte Übergangsform, in der das Eisenatom sowohl NO als auch 
His-105 gebunden hat. Diese intermediäre Form geht in die 5-fach koordinierte Form 
über, in der die Dissoziation vom His-105 erfolgt (Abb. 1-2). Dadurch wird die 
Aktivität der sGC um das 400fache erhöht (Stone und Marletta 1996). 
 
 
 
1.1.1.1. Stickstoffmonoxid (NO) 
Die Aktivierung der sGC erfolgt, wie bereits erläutert, über die Bindung von NO an 
das reduzierte Fe2+ der Häm-Gruppe. Aufgrund weiterer, vielfältiger Eigenschaften 
Abbildung 1-2: Aktivierung der sGC über die Bindung von NO an das Fe2+ der Häm-Gruppe (Cary et 
al. 2005). 
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stellt NO ein für die Forschung sehr interessantes Molekül dar. Furchgott und 
Zawadzki entdeckten 1980, dass die Relaxierung der vaskulären glatten Muskulatur 
über den “endothelium-derived relaxing factor” (EDRF) erfolgt (Furchgott und 
Zawadzki 1980). Ignarro et al. bzw. Palmer et al. konnten 1987 und Furchgott et al. 
1988, unabhängig voneinander EDRF als das gasförmige Molekül NO identifizieren 
(Ignarro et al. 1987, Palmer et al. 1987, Furchgott und Vanhoutte PM 1989). Im Jahr 
1998 wurden die Wissenschaftler Ferid Murad, Louis Ignarro und Robert F. Furchgott 
aufgrund ihrer Arbeit mit dem Signalmolekül NO mit dem Nobelpreis für Medizin 
ausgezeichnet. 
NO ist ein kurzlebiges Molekül, das eine Halbwertszeit von ca. 2-3 s aufweist und 
aufgrund seiner Lipophilie mühelos durch Zytosol und Membranen diffundieren kann. 
Es kann in unterschiedlichen Redoxzuständen, wie dem neutralen NO (NO.), dem 
Nitrosium Ion (NO+) und dem Nitroxylradikal (NO-) vorliegen. NO wird in nahezu allen 
Zellen gebildet und hat wichtige physiologische Aufgaben. Hierzu zählen unter 
anderem Vasodilatation, Thrombozytenaggregationshemmung (Gerzer et al. 1989, 
Ivanova et al. 1993) und die Aktivierung der Immunantwort (Bogdan 2001). 
Außerdem agiert NO im peripheren Nervensystem als Neurotransmitter (Schmidt und 
Walter 1994, Toda et al. 2009). NO kann jedoch auch potentiell toxisch wirken. Eine 
Überproduktion kann zu Schädigungen von gesundem Gewebe und 
Autoimmunerkrankungen führen (Förstermann et al. 1994, Schmidt und Walter 
1994). Weiterhin reagiert NO mit reaktiven Sauerstoffspezies (ROS) wie z.B. 
Superoxid (O2-) zu Peroxinitrit (ONOO-), welches wiederum zytotoxisch wirken und 
zu Einzelstrangbrüchen der DNA und Nitrierung von Proteinen führen kann 
(Beckman 1991).  
Die Biosynthese von NO erfolgt über den durch NO-Synthasen (NOS) katalysierten 
Umbau von L-Arginin zu L-Citrullin und NO. Die zur Katalyse dieser Reaktion 
benötigten NOS gehören zu einer Enzymfamilie, welche aus insgesamt drei Isotypen 
besteht: der konstitutiv exprimierten neuronalen bzw. endothelialen NOS (nNOS bzw. 
eNOS) und der induzierbaren NOS (iNOS) (Knowles et al. 1989, Mayer et al. 1989, 
Knowles und Moncada 1994, Marletta 1994). Weiner et al. konnten jedoch zeigen, 
dass die eNOS- und nNOS-Expression nicht nur konstitutiv, sondern in der 
Skelettmuskulatur auch über Östrogen induzierbar ist (Weiner et al. 1994). Ebenso 
zeigten Nishida et al. (1992), dass die Expression von eNOS auf mRNA-Ebene in 
endothelialen Aortazellen von Kälbern durch Scherkräfte induziert werden kann. 
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Auch iNOS wird im Gegensatz zu früheren Erkenntnissen in einem geringen Maße 
konstitutiv exprimiert (Guo et al. 1995, Park et al. 1996, Hoffman et al. 1997, Perner 
et al. 2002). Die Stimulation zur Transkription des iNOS-Gens wird bei 
Entzündungsreaktionen oder zur Immunabwehr z.B. über Cytokine angeregt. Es 
erfolgt eine weniger schnelle, dafür aber länger anhaltende und deutlich höhere 
Produktion von NO als dies bei den konstitutiv exprimierten e/nNOS der Fall ist 
(Fleming 2010). Weiterhin werden die NOS-Isotypen zwischen Ca2+- und 
Calmodulinabhängig bzw. unabhängig unterschieden. Sowohl e als auch nNOS 
stellen Ca2+-Calmodulinabhängige Enzyme dar, während die iNOS mRNA-
Produktion, wie bereits erläutert, unter anderem über Cytokine auf transkriptioneller 
Ebene aktiviert wird (Knowles und Moncada 1994). 
Alle Isotypen haben eine C-terminale Reduktase- und eine N-terminale Oxygenase-
Domäne gemeinsam und fügen sich zu Homodimeren zusammen (Alderton et al. 
2001). Die Sequenzierung der cDNA hat gezeigt, dass für e, i und nNOS jeweils zwei 
Bindungssequenzen für Nicotinamidadenindinukleotidphosphat (NADPH) und 
Flavinadenindinukleotid (FAD) und jeweils eine für das Flavinmononukleotid (FMN) 
und Calmodulin vorliegen (Knowles und Moncada 1994). Die Synthese von NO aus 
L-Arginin findet in Anwesenheit von Sauerstoff (O2) und dem Elektronendonor 
NADPH statt und erfolgt über das Zwischenprodukt N-hydroxy-L-Arginin. Die über 
NADPH bereitgestellten Elektronen werden über FAD und FMN auf der Reduktase-
Domäne der NOS zur Häm-Gruppe der Oxygenase-Domäne weitergeleitet. Hier 
findet letztendlich die Katalyse von L-Arginin zu L-Citrullin und NO statt (Alderton et 
al. 2001, Förstermann und Li 2010).  
Zur Therapie kardiovaskulärer Erkrankungen, wie der arteriellen Hypertonie oder der 
Herzinsuffizienz, erfolgt die Gabe von NO-Donoren. Bei diesen Substanzen handelt 
es sich um NO-freisetzende pharmakologische Wirkstoffe. Neben der Applikation in 
der Medizin werden NO-Donoren auch zur Untersuchung von NO-Wirkungen in vivo 
und in vitro eingesetzt. Aufgrund unterschiedlicher chemischer Zusammensetzung 
und Freisetzungsmöglichkeiten von NO werden die NO-Donoren in insgesamt fünf 
verschiedene Klassen aufgeteilt: Organische Nitrate, Metall-NO-Komplexe, S-
Nitrosothiol, Sydnonimine und Diazeniumdiolate (NONOate). Nachfolgend soll auf die 
bekanntesten Vertreter eingegangen werden: organische Nitrate, Sydnonimine und 
NONOate. Der zu den organischen Nitraten zählende Wirkstoff Glyceryltrinitrat (GTN, 
auch Nitroglycerin; Abb. 1-3) wird schon seit Ende des 19. Jahrhunderts als Mittel bei 
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Angina pectoris und Herzinsuffizienz verabreicht. GTN ist ein „Prodrug“ dessen 
enzymatische Denitrierung in glatten Gefäßmuskel- und Endothelzellen zu NO 
Freisetzung, und somit zu Vasodilatation, führt (Huerta et al. 2008, Li und 
Forstermann 2010). Der Wirkstoff 3-Morpholino-sydnonimin (SIN-1; Abb. 1-3) stellt 
einen Vertreter der Klasse der Sydnonimine dar und ist ein Metabolit des 
Molsidomins. Unter Spaltung der heterozyklischen Verbindung von SIN-1 bei 
alkalischen Bedingungen (pH ≥ 7,0) wird das Zwischenprodukt SIN-1A gebildet, 
welches spontan NO und O2- abgibt und zu SIN-1C zerfällt (Feelisch et al. 1989). Die 
reaktive Spezies O2- reagiert mit NO und bildet so das zytotoxische ONOO- (Huerta 
et al. 2008, Li und Förstermann 2010). SIN-1 hat bei einem pH-Wert von 7,4 und 
einer Temperatur von 37°C eine Halbwertszeit von ca . 35 min (Ivanova et al. 1993). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Alle zur Klasse der NONOate gehörenden Substanzen zeichnen sich durch ein 
sekundäres Amin aus, welches eine N2O2-Gruppe gebunden hat. Sie sind in Lösung 
äußerst stabile Substanzen, können jedoch kontrolliert durch einfache 
Hydrolysierung NO freisetzen (Huerta et al. 2008). Bei dieser nicht-enzymatischen 
Denitrierung werden 2 NO Moleküle pro NO-Donor freigesetzt. Weiterhin ist es von 
Vorteil, dass keine zusätzlichen reaktiven Substanzen wie z.B. O2.- freigesetzt 
werden. Das in der vorliegenden Arbeit verwendete NONOate ist das (Z)-1-[2-(2-
  
 
GTN SIN-1 
 DETA/NO 
 
Abbildung 1-3: Darstellung des klassischen Sydnonimin SIN-1, des organischen Nitrates GTN und 
des NONOates DETA/NO (Huerta et al. 2008). 
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aminoethyl-N-(2-ammonioethyl) amino]diazen-1-ium-1,2-diolat (DETA/NO; Abb. 1-3). 
Es hat eine Halbwertszeit von 20 h bei 37°C und ein em pH-Wert von 7,4.  
Viele kardiovaskuläre Erkrankungen basieren auf einer veränderten Bioverfügbarkeit 
oder Ansprechbarkeit von endogenem NO (Evgenov et al. 2006). Dies kann auf eine 
geringere Expression oder Aktivität der NOS und somit auf eine geringere NO-
Produktion zurückgeführt werden. Der Großteil endothelialer Dysfunktionen resultiert 
jedoch aus einer erhöhten Bildung von Radikalen (Kojda und Harrison 1999, Guzik et 
al. 2000). Eine erhöhte Bildung reaktiver Sauerstoffspezies (O2.-) aufgrund 
verschiedener Faktoren, wie z.B. Diabetes mellitus oder Nikotinabusus, kann zu 
einem Abbau von NO und somit zu vasoinaktiven Nitraten führen (Cai und Harrison 
2000). Weiterhin können freie Radikale zur Oxidation der Häm-Gruppe der sGC 
führen, wodurch die Bindung von NO gehemmt wird (Stasch et al. 2006). Lange Zeit 
war primär die Gabe von pharmakologischen NO-freisetzenden Substanzen bei 
kardiovaskulären Erkrankungen indiziert. Inzwischen gibt es jedoch auch Substanzen 
die NO-unabhängig aber häm-abhängig die Produktion von cGMP über die sGC 
stimulieren. 
1.1.1.2. Stimulatoren der löslichen Guanylylzyklase 
Häm-abhängige sGC-Stimulatoren sind Substanzen, die die sGC NO-unabhängig 
aktivieren können. Zu den Vertretern dieser Wirkgruppe zählen z.B. YC-1 (3-(5'-
hydroxymethyl-2'-furyl)-1-benzylindazol), BAY 41-2272 (5-Cyclopropyl-2-[1-(2-fluoro-
benzyl)-1H-pyrazolo[3,4-b]pyridin-3-yl]-pyrimidin-4-ylamine) und Riociguat (BAY 63-
2521). Stasch et al. konnten 2001 zeigen, dass BAY 41-2272 NO-unabhängig die 
sGC aktiviert, die Aktivierung von sGC bei einer zusätzlichen Gabe eines NO-Donors 
jedoch bis zu 416-fach potenziert wird. Die sGC konnte nach einer Inhibierung durch 
ODQ (1H-(1,2,4)-Oxadiazolo-(4,3a)-6-bromoquinoxazin-1-one) durch BAY-41-2272 
nicht mehr aktiviert werden. ODQ oxidiert das Eisen der Hämgruppe, wobei dieses 
von der reduzierten Fe2+ in die oxidierte Fe3+-Form übergeht (Schrammel et al. 1996, 
Zhao et al. 2000). Auch bei Entfernung der Häm-Gruppe der sGC, konnte keine 
Aktivierung des Enzyms nachgewiesen werden (Stasch et al. 2001). Der Wirkstoff 
Riociguat ist der erste sGC-Stimulator, der in klinischen Studien an Patienten mit 
pulmonaler Hypertension (PH) getestet wird. Phase I und IIa Studien zeigten bereits 
vielversprechende Ergebnisse, wie z.B. die Senkung des pulmonalen arteriellen 
Blutdrucks. Sollten in den zur Zeit durchgeführten Phase III Studien die positiven 
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Ergebnisse bestätigt werden, könnte Riociguat als dringend benötigtes Medikament 
bei Patienten mit PH eingesetzt werden (Stasch et al. 2011). 
Bei sGC-Stimulatoren handelt es sich demnach um Substanzen die zwar NO-
unabhängig die sGC aktivieren können, jedoch weiterhin eine reduzierte (Fe2+) Häm-
Gruppe benötigen (Evgenov et al. 2006). Aufgrund der Potenzierung der sGC-
Aktivität bei zusätzlicher NO-Gabe könnten sGC-Stimulatoren bei Erkrankungen 
indiziert sein, die auf einer geringen NO-Konzentration basieren, wie z.B. bezüglich 
einer geringen Expression von NOS bei der pulmonal arteriellen Hypertonie. Bei 
vielen kardiovaskulären Krankheitsbildern liegt jedoch eine als Folge von reaktiven 
Sauerstoffspezies oxidierte Form (Fe3+) des gebundenen Eisens in der Hämgruppe 
vor. Eine NO- und Häm-unabhängige Aktivierung der sGC stellt demnach ein 
vielversprechendes therapeutisches Potential dar. 
1.1.1.3. Aktivatoren der löslichen Guanylylzyklase 
Zu den Häm-unabhängigen sGC-Aktivatoren zählen BAY 58-2667 (4-[((4-
carboxybutyl)[2-[(4-phenethylbenzol)oxy]phenethyl]amino)methyl[benzoic]Säure), S-
3448 (2-(4-chloro-phenylsulfonylamino)-4,5-dimethoxy-N-(4-(thiomorpholine-4-
sulfonyl)-phenyl)-benzamide) und HMR-1766 (5-chloro-2-(5-chloro-thiophene-2-
sulfonylamino-N-(4-(morpholine-4-sulfonyl)-phenyl)-benzamide) (Schindler et al. 
2006). Im Gegensatz zu den sGC-Stimulatoren können sGC-Aktivatoren, wie z.B. 
BAY 58-2667, die sGC aktivieren, wenn die Häm-Gruppe in oxidierter Form (Fe3+) 
vorliegt oder komplett entfernt wird (Stasch et al. 2002). Es wird angenommen, dass 
BAY 58-2667 und die Häm-Gruppe über ihre negativ gelandenen carboxy-terminalen 
Gruppen um das Häm-bindende Motiv der sGC konkurrieren und BAY 58-2667 die 
Häm-Gruppe ersetzt (Schmidt et al. 2004). sGC-Aktivatoren könnten demnach eine 
wichtige Rolle bei der Therapie von Krankheiten wie Herzinsuffizienz, Atherosklerose 
oder peripheren arteriellen Verschlusskrankheiten spielen, welche oftmals auf eine 
oxidierte Häm-Gruppe der sGC zurückzuführen sind. Neben einer NO-sGC-cGMP 
vermittelten Signaltransduktion erfolgt die Synthese von cGMP jedoch ebenfalls über 
den natriuretische Peptide-pGC-cGMP-Signaltransduktionsweg. 
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1.1.2. Partikuläre Guanylylzyklase 
Zu den partikulären Guanylylzyklasen (pGC) zählen bisher sieben Isoformen, GC-A 
bis GC-G. Sie werden in unterschiedlichen Geweben exprimiert und binden 
verschiedene Liganden. Das atriale (ANP) und das „brain natriuretic peptide“ (BNP) 
sind Liganden, die an die GC-A binden, wohingegen das C-Typ natriuretische Peptid 
(CNP) als Ligand für GC-B fungiert (Kuhn 2003). GC-C bindet hitzestabile 
Enterotoxine von E-coli und ihre endogenen Homologe Guanylin und Uroguanylin. 
Für die übrigen pGCs GC-D-G wurden bis heute keine passenden Liganden 
gefunden. Während GC-A, B und G in diversen Geweben, wie z.B. im Herz und der 
Lunge exprimiert werden, treten GC-C bis F nur gewebespezifisch, bevorzugt in 
sensorischem Gewebe, wie z.B. der Retina, auf (Lucas et al. 2000). pGCs besitzen 
einen einheitlichen Aufbau, bestehend aus einer extrazellulären Bindungsdomäne, 
einer kurzen transmembranen Region und einer intrazellulären Domäne (Kuhn 
2003). Zur Aktivierung der pGC muss ein Ligand an die extrazelluläre Domäne 
binden. Wie diese Bindung zustande kommt, ist noch nicht endgültig geklärt, jedoch 
scheint die Glykosylierung des N-Terminus hierbei von Bedeutung zu sein (Lowe und 
Fendly 1992, Fenrick et al. 1997, Hasegawa et al. 1999). Die intrazelluläre Region 
besteht aus einer juxtamembranären Protein Kinase-homologen Domäne (KHD), 
einer „Hinge-Region“ und einer C-terminalen Zyklase-homologen katalytischen 
Domäne (Kuhn 2003). Die Rolle der KHD ist weitestgehend ungeklärt, allerdings wird 
vermutet, dass sie eine Rolle bei der Aktivierung der C-terminalen Domäne spielt 
(Wilson und Chinkers 1995) und zur Assoziierung mit anderen Proteinen, wie z.B. 
Heat shock protein 90, beiträgt (Kumar et al. 2001). Über die „Hinge-Region“ erfolgt 
die Bildung von Homodimeren, welche für eine Aktivierung der katalytischen Domäne 
erforderlich sind (Yang und Garbers 1997, Kuhn 2003). Die C-terminale katalytische 
Domäne katalysiert die Bildung von cGMP aus GTP und ist homolog zur 
katalytischen Domäne der sGC. 
1.1.3. cGMP-Abbau 
Zyklische Nukleotide wie cGMP sind wichtige sekundäre Botenstoffe mit vielfältigen 
Aufgaben. Deshalb muss eine kontrollierte Synthese- bzw. Degradierungsrate von 
cGMP in der Zelle gewährleistet sein. Der Abbau von cGMP erfolgt über 
Phosphodiesterasen (PDE). Es gibt 11 PDE Familien, welche von 21 Genen kodiert 
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werden (Bender und Beavo 2006, Omori und Kotera 2007). Weiter existieren 
verschiedene Splicevarianten, die unter anderem eine spezielle Gewebeverteilung, 
Genregulation oder auch zelluläre Lokalisation aufweisen (Omori und Kotera 2007). 
Alle PDE haben gemeinsam, dass sie sich zu Homodimeren zusammenfügen und 
eine hochkonservierte katalytische Domäne am C-Terminus und eine variable 
regulatorische Domäne am N-Terminus, welche über eine Scharnierregion 
verbunden sind, aufweisen (Conti et al. 1991). An der katalytischen Domäne erfolgt 
die hydrolytische Aufspaltung der 3’-Phosphoester-Bindung der zyklischen 
Nukleotide, wodurch ein 5’-Monophosphat generiert wird. Ebenfalls am C-Terminus 
gelegen befinden sich Bindungsstellen für Zink- oder Magnesiummoleküle (Bender 
und Beavo 2006). 
Neben PDE, welche sowohl zyklisches Adenosin-3',5'-monophosphat (cAMP) als 
auch cGMP binden und hydrolysieren (PDE 1, 2, 3, 10 und 11), gibt es auch solche, 
welche spezifisch cAMP (PDE 4, 7, 8) bzw. cGMP (PDE 5, 6, 9) binden (Bender und 
Beavo 2006). In den letzten Jahren rückte vor allem die cGMP-spezifische PDE 5 in 
den Fokus der Pharmaindustrie, als entdeckt wurde, dass sie eine wichtige Rolle bei 
der Relaxation der glatten Gefäßmuskulatur spielt und ein Zielprotein für den 
Wirkstoff Sildenafil (Viagra®) darstellt (Bender und Beavo 2006). PDE 5 wurde 
zunächst aus Thrombozyten (Coquil et al. 1980) und Lunge (Francis et al. 1980) 
isoliert und charakterisiert. Am N-Terminus sitzen zwei Bindungsdomänen für 
zyklische Nukleotide (GAF-A und GAF-B; cGMP-regulierte PDE), wobei die 
hochselektive Bindung von cGMP über die GAF-A Domäne erfolgt (Zoraghi et al. 
2006) und die Enzymaktivität infolgedessen um das 9- bis 11-fache stimuliert 
(Bender und Beavo 2006). Über die Phosphorylierung eines Serinrestes durch die 
Proteinkinase wird die Bindung des cGMP an die PDE 5 gefestigt (Corbin et al. 2000, 
Francis et al. 2002). 
PDE spielen innerhalb der cGMP-Signaltransduktionskette und somit in vielen 
wichtigen physiologischen Bereichen (z.B. Regulierung der glatten Gefäßmuskulatur 
und Thrombozytenaggregation) eine zentrale Rolle. Diese Tatsache macht sie für die 
Forschung, vor allem im Hinblick auf Entwicklung neuer Wirksoffe, sehr interessant. 
Es gibt eine Reihe von Wirkstoffen, die die PDE sowohl selektiv (PDE-5) als auch 
nicht-selektiv hemmen. Zu den nicht-selektiven PDE-Hemmern zählen z.B. Koffein, 
Theophyllin und 3-Isobutyl-1-methyl-xanthin (IBMX). Zu den selektiven PDE 5-
Hemmern zählen die Wirkstoffe Sildenafil, Tadalafil und Verdenafil. Diese Stoffe sind 
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cGMP Strukturanaloga und konkurrieren daher mit cGMP um die katalytische 
Bindungsstelle am C-Terminus der PDE. Erfolgt die Bindung, wird die PDE gehemmt, 
der intrazelluläre cGMP-Spiegel steigt und dies kann z.B. zu einer Vasodilatation in 
glatten Gefäßmuskelzellen führen. 
1.1.4. cGMP-induzierte Phosphorylierungen 
Neben den PDE gehören auch cGMP-abhängige Proteinkinasen (PKG) zu den 
Zielproteinen des sekundären Botenstoffs cGMP. Sie werden den Serin/Threonin 
Kinasen zugeordnet und können schon über geringe Konzentrationen von cGMP im 
submikro- bis mikromaleren Bereich aktiviert werden (Gamm et al. 1995, Hofmann 
2005). Die homodimeren PKG werden unterteilt in die Isoformen PKG I und PKG II. 
Hohe Konzentrationen der zytosolisch vorkommenden PKG I können unter anderem 
in glatter Muskulatur, Lunge und Thrombozyten nachgewiesen werden (Kuo 1975, 
Francis et al. 1988, Walter 1989, Gamm et al. 1995). Weiterhin sind die durch 
alternatives splicing am N-Terminus gebildeten PKG Iα und PKG Iβ Isoformen der 
PKG I bekannt (Tamura et al. 1996). PKG II stellt ein an die Zellmembran 
gekoppeltes Protein dar, welches bevorzugt in Gehirn, Lunge, Nieren und Knochen 
nachgewiesen werden kann (Uhler 1993, Lucas et al. 2000).  
Alle PKG haben den Aufbau aus drei funktionalen Domänen, bestehend aus N-
Terminus, regulatorischer- und katalytischer Domäne, gemeinsam (Lucas et al. 2000, 
Hofmann 2005). Die N-terminale Domäne beinhaltet neben dem Leucin-Zipper-Motiv, 
welches für die Dimerisierung und somit Bildung eines Homodimers unentbehrlich ist, 
auch eine subzelluläre Lokalisationsdomäne. Des Weiteren befindet sich hier sowohl 
eine Autoinhibierungs- als auch Autophosphorylierungsstelle. Die 
Autoinhibierungsstelle führt zur Inhibierung der katalytischen Domäne bei 
Abwesenheit von cGMP, wohingegen die Autophosphorylierungsstelle bei 
Anwesenheit von cGMP phosphoryliert wird und somit zu einer erhöhten Aktivität der 
PKG führt (Lucas et al. 2000). Die regulatorische Domäne beinhaltet zwei 
hintereinander liegende cGMP Bindungsstellen. Während PKG Iα sowohl eine 
Bindungsstelle mit hoher als auch mit niedriger Affinität zu cGMP hat, können PKG Iβ 
und PKG II nur Bindungsstellen mit geringerer Affinität zu cGMP aufweisen (Pfeifer et 
al. 1999, Lucas et al. 2000). Über die Bindung von cGMP an beide Bindungsstellen 
erfährt die PKG eine Änderung in ihrer Sekundärstruktur (Landgraf et al. 1990) und 
wird somit aktiviert. Dies geschieht zum einen über die Phosphorylierung der 
  Einleitung 
  13 
Autophosphorylierungsstelle am N-Terminus nach Bindung von cGMP und zum 
anderen über die Aufhebung der Hemmung des katalytischen Zentrums durch die 
Autoinhibierungsstelle des N-Terminus. Weiterhin wird die Phosphorylierung von 
Serin/Threonin Resten bei Zielproteinen ermöglicht. Die hierfür notwendige 
katalytische Domäne besteht aus einer Bindungsstelle für Mg2+-Adenosintriphosphat 
(ATP) und dem Zielprotein. Der Phosphatrest des gebundenen ATP wird auf das 
Zielprotein übertragen, wodurch dieses aktiviert bzw. deaktiviert werden kann 
(Hofmann 2005). Klassische Zielproteine der PKG I sind z.B. der Thromboxan A2-
Rezeptor und der Inositoltriphosphat (IP3)-Rezeptor. Der Thromboxan A2-Rezeptor 
wird über die Phosphorylierung der PKG inhibiert und führt somit zur Hemmung der 
Thrombozytenaggregation (Wang et al. 1998). Über die Phosphorylierung des IP3-
Rezeptors erfolgt eine verminderte Freisetzung von Ca2+ aus dem Lumen des 
Endoplasmatischen Retikulums in das Cytosol, was zu einer Relaxierung der glatten 
Gefäßmuskulatur führt (Hofmann 2005). 
1.1.5. cGMP Efflux über Multidrug-Resistenz Proteine 
Multidrug-Resistenz Proteine (MRP) sind Transporter für organische Anionen und 
gehören zur Superfamilie der „ATP binding cassette“ (ABC) Transporter, welche 
insgesamt aus 48 Proteinen bestehen. Es handelt sich hierbei um eine aus zurzeit elf 
Proteinen bestehende Familie membrangebundener Proteine, die Liganden 
entgegen eines Konzentrationsgradienten durch biologische Membranen 
transportieren. 
Die Familie der MRPs wird wiederum in zwei Gruppen unterteilt. Während MRP4, 5, 
8 und 9 den weitestgehend charakteristischen Aufbau für ABC-Transporter von zwei 
transmembranen Domänen (TMD bzw. MSD) und zwei Nukleotid-bindenden 
Domänen (NBD) aufweisen und zu den „kurzen“ MRPs gehören, bilden MRP1, 2, 3, 
6 und 7 eine weitere NH2-Terminale Region von ca. 200 Aminosäuren und somit eine 
dritte TMD aus, und gehören daher zu den „langen“ MRPs (Deeley et al. 2006; Abb. 
1-4). Die TMD hat zum einen die Funktion, den Liganden über einen „Pfad“ durch die 
Lipiddoppelschicht der Zellmembran zu leiten und zum anderen das spezifische 
Substrat zu binden (Higgins und Linton 2004). Aufgrund der Substratspezifizität weist 
diese Domäne in den unterschiedlichen Subfamilien der ABC-Transporter keine 
hohen Homologien auf (Stefkova et al. 2004). Im Gegensatz hierzu stellen die NBDs 
hochkonservierte Sequenzen in den ABC-Transportern dar (Stefkova et al. 2004) und 
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weisen dementsprechend charakteristische Motive wie z.B. das Walker A und B 
Motiv auf. Sie binden und hydrolysieren ATP, wodurch das durch die TMD 
gebundene Substrat entgegen des Konzentrationsgradienten transportiert werden 
kann (Linton 2007). Ein genauer Mechanismus, wie der gebundene Ligand über 
ABC-Transporter durch die Zellmembran befördert wird, ist noch nicht hinreichend 
beschrieben worden. Linton hat 2007 jedoch basierend auf Strukturdaten ein „ATP-
switch“ Modell postuliert. Hiernach erfolgt zunächst die Bindung des Liganden an die 
TMDs, wodurch die Affinität der NMDs ATP zu binden erhöht wird. Die bis dahin in 
einem geöffneten Zustand befindlichen NMDs gehen durch die Bindung von ATP in 
den geschlossenen Zustand über, was eine Konformationsänderung der TMDs 
bewirkt und in der Entlassung des gebundenen Liganden resultiert. Die ATP-
Hydrolyse führt zu erneuten Konformationsänderungen der TMDs und NMDs. 
Nachdem das gebundene ADP die NMDs verlässt, kehrt das ABC-Transporter 
Protein in seine ursprüngliche Konformation, mit geöffneten NMDs, zurück und kann 
über ein erneutes Binden eines Liganden aktiviert werden (Linton 2007). 
 
 
 
 
Da MRPs Medikamente wie z.B. Chemotherapeutika aktiv aus der Zelle 
transportieren können, spielen sie eine wichtige Rolle bei klinischen „multidrug“ 
Abbildung 1-4: Darstellung der „kurzen“ und „langen“ MRPs nach Deeley et al. (Deeley et al. 
2006).  
  Einleitung 
  15 
Resistenzen. Die Therapie vieler Krebsarten, unter anderem bei Melanomen, 
verschiedenen Leukämiearten oder auch Kolonkarzinomen, wird durch solche 
Resistenzen extrem erschwert. Wijnholds et al. generierten Zellen, die MRP5 
überexprimieren und konnten eine vermehrte Unempfindlichkeit gegenüber den 
Zytostatika 6-Mercaptopurin und 6-Thioguanin und dem Virustatikum 9-(2-
phophonylmethoxyethyl)adenin (PMEA), welches häufig zur Therapie von HIV 
eingesetzt wird, feststellen (Wijnholds et al. 2000). Ein Export dieser Medikamente 
kann jedoch auch über den MRP4 Transporter erfolgen (Schuetz et al. 1999, Chen et 
al. 2001). Weiterhin kann der Export des Folat-Antagonisten Methotrexat (MTX) über 
die Transporter MRP4 und 5 zu Resistenzen bei der Behandlung von Leukämien 
oder Mammakarzinomen führen (Chen et al. 2002, van Aubel et al. 2002, Wielinga et 
al. 2005). Pratt et al. konnten 2005 zeigen, dass auch das Zytostatikum 5-
Fluorouracil, welches häufig zur Behandlung des Kolonkarzinoms eingesetzt wird, zu 
den Substraten des MRP5 Transporters zählt (Pratt et al. 2005). 
In der vorliegenden Arbeit sind insbesondere MRP4, 5 und 8 von großem Interesse, 
da sie Transporter für zyklische Nukleotide (z.B. cAMP und cGMP) und Nukleotid-
Analoga darstellen (Deeley et al. 2006). Ivanova et al. konnten 2008 in einem 
Expressionsprofil über semiquantitative PCR die Expression der MRP4 und 5 
Transporter in Melanozyten und Melanomzellen unterschiedlichen 
Metastasierungpotentials nachweisen (Ivanova et al. 2008). Diese Ergebnisse 
stimmen mit dem von Heimerl et al. 2007 durchgeführten Genexpressionsprofil der 
ABC-Transporter in Melanozyten und Melanomzellen mit unterschiedlichem 
Metastasierungspotential überein. Hierbei konnten sie jedoch im Gegensatz zu einer 
MRP4 und 5 Expression keine MRP8 Expression in melanozytären Zellen 
nachweisen (Heimerl et al. 2007). Sowohl MRP4 als auch MRP5 werden ubiquitär in 
unterschiedlichen mRNA Konzentrationen exprimiert (Borst et al. 2007), wohingegen 
sich die Expression von MRP8 auf spezifische Gewebe, wie z.B. die β-Zellen der 
Bauchspeicheldrüse, beschränkt (Heimerl et al. 2007).  
1.2. Humane melanozytäre Zellen 
Die Haut stellt das größte Organ des Körpers dar und hat viele bedeutende 
Aufgaben. Zu diesen zählt u.a. der Schutz vor äußeren Einwirkungen wie Kälte, 
Strahlung, Pathogenen und mechanischen Reizen, aber auch die Regulierung der 
Körpertemperatur und des Wasserhaushalts. Der Aufbau der Haut gliedert sich in 
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drei Schichten: die Epidermis, die Dermis und die Subkutis. Die Epidermis ist die 
äußerste Hautschicht und somit die erste Barriere zwischen Umwelt und Körper. Sie 
besteht zu 90% aus den hornbildenden Keratinozyten. Weitere in der Epidermis 
verankerte Zelltypen sind die antigenpräsentierenden Langerhans-Zellen und die als 
Mechanorezeptoren wirkenden Merkelzellen. Die in der Basalschicht vorkommenden 
Melanozyten machen 8-10% der epidermalen Zellen aus. Neben der Epidermis 
kommen Melanozyten unter anderem auch in der Iris und der Aderhaut des Auges 
sowie in der Schleimhaut vor (Riede und Schaefer 1999). 
1.2.1. Melanozyten 
Melanozyten sind Melanin produzierende Zellen. Dieses Pigment kommt in Haaren, 
Augen und Haut vor und dient dem Schutz gegen schädigende ultraviolette (UV) 
Strahlung (Tran et al. 2009). Unter Exposition von UV-B-Strahlung kommt es 
zunächst zu einer erhöhten Synthese des Enzyms Tyrosinase, welches ein 
Schlüsselenzym bei der Melaninproduktion, der Melanogenese, ist (Suzuki et al. 
2002). Die Tyrosinase katalysiert die Oxidation der Aminosäure Tyrosin in einem 
ersten Schritt zu L-Dihydroxyphenylalanin und über einen weiteren Oxidationsschritt 
zu Dopachinon. Über weitere Transformationen wird letztendlich das Pigment 
Melanin gebildet (Kondo und Hearing 2011). Diese Synthese findet in den 
Melanosomen statt, die über Aktin- und Tubulin Motorproteine des Zytoskeletts zu 
den dendritischen Fortsätzen der Melanozyten gelangen (Lambert et al. 1999). Dort 
werden sie an Keratinozyten weitergegeben (Yohn et al. 1993) und bewirken eine 
vermehrte Pigmentierung der Haut. Die Hautfarbe ist nicht abhängig von der Anzahl 
an Melanozyten, sondern von ihrer Aktivität, der Art des gebildeten Melanins und der 
Größe und Anzahl von Melanosomen (Brenner und Hearing 2008). 
Säugetiere können zwei verschiedene Arten von Melaninen bilden. Das braun bis 
schwarze Eumelanin und das gelb bis rotbräunliche Pheomelanin. Beide Melanine 
werden in unterschiedlicher Menge in Melanozyten synthetisiert, wobei eine dunklere 
Haut unmittelbar mit einer höheren Eumelanin-Konzentration korreliert (Abdel-Malek 
et al. 2008). Eumelanine sind stickstoffhaltige Biopolymere, die über kovalente 
Bindungen mit Proteinen assoziieren können. Des Weiteren stellen sie „Redox-
Pigmente“ dar, die Sauerstoffradikale und andere chemische Redoxsysteme sowohl 
reduzieren als auch oxidieren können (Slominski et al. 2004). Aufgrund dessen 
haben Eumelanine sowohl eine photoprotektive als auch anti-oxidative Wirkung 
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(Abdel-Malek et al. 2008). Im Gegensatz zu Eumelaninen besitzen Pheomelanine ein 
Benzothiazin-Rückgrat. Sie sind photolabil und zerfallen in die reaktiven Superoxid- 
bzw. Hydroxylradikale und Wasserstoffperoxid, welche zu DNA-Schäden führen 
können und somit phototoxisch und pro-oxidativ wirken (Slominski et al. 2004, Abdel-
Malek et al. 2008). Sollten UV-strahlungsbedingte DNA-Schäden auftreten, was 
meist in Thymin-Dimeren resultiert, können diese über zellinterne DNA-
Reparaturmechanismen korrigiert werden. Treten bei einer Zelle irreparable Schäden 
auf, kann sie über Apoptose gezielt abgetötet und eliminiert werden. Erfolgt jedoch 
keine Reparatur der DNA-Schäden oder der Eintritt in die Apoptose, können 
Melanozyten entarten, was letztendlich in der Bildung von Melanomen resultieren 
kann.  
Neben bösartigen Veränderungen, die Melanome hervorbringen, gibt es vielfältige 
Hautkrankheiten, die u.a. auf reduzierte Melanozytenzahl oder gänzliches Fehlen 
zurückzuführen sind. Vitiligo ist eine Erkrankung, die meistens im jungen 
Erwachsenenalter auftritt und durch Depigmentierung bzw. den Verlust von 
Melanozyten gekennzeichnet ist. Es handelt sich um eine Autoimmunerkrankung, bei 
der Melanozyten durch das Immunsystem eliminiert werden (z.B. durch T-
Lymphozyten oder Langerhans’ Zellen) (Das et al. 2001). Depigmentierung kann 
jedoch auch zustande kommen, wenn der protektive Effekt von Melanin nicht 
ausreicht und es zu einer Anreicherung von toxischen Radikalen und somit zu einer 
degenerativen Pigmentierung kommt. 
Melanozyten spielen auch im Immunsystem der Haut eine entscheidende Rolle. 
Neben der Generierung von Cytokinen und der Produktion von NO, welche zur 
Immunantwort der Haut beitragen, können sie auch exogene Antigene über 
Phagozytose aufnehmen und sie über eine Phagosomen-Melanosomen Interaktion 
degradieren. Weiterhin können Melanozyten Antigene präsentieren oder über 
Melanosomtransport an benachbarte Zellen weiterleiten (Le Poole et al. 1993, Das et 
al. 2001). 
1.2.2. Melanome 
In der Haut kann es zu unterschiedlichen Arten von Hautkrebs kommen. Der weiße 
Hautkrebs, welcher sowohl das Basalzellkarzinom als auch das 
Plattenepithelkarzinom umfasst und das maligne Melanom (schwarzer Hautkrebs), 
welches sich aus entarteten Melanozyten bildet. Das Basalzellkarzinom ist ein 
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bösartiger, aber nicht metastasierender Tumor, wohingegen das 
Plattenepithelkarzinom in Lymphknoten metastasieren kann. Das maligne Melanom 
ist eine der letalsten Formen des Hautkrebses und ist für ca. 90% der Sterblichkeit 
aufgrund von Hautkrebs verantwortlich. 
Einer der bedeutendsten äußeren Risikofaktoren zur Entstehung des malignen 
Melanoms ist die Exposition von UV-Strahlung z.B. in Form von Sonne oder Solarien. 
Darüber hinaus spielen auch der Hauttyp und die Anzahl der Nävi eine 
entscheidende Rolle. Menschen mit heller Haut und Haaren und großer Anzahl an 
Nävi haben ein höheres Risiko an einem malignen Melanom zu erkranken, als 
dunkelhäutige Menschen mit einer geringen Anzahl an Nävi. Vor allem 
Sonnenbrände, die schon in der Kindheit oder auch im Erwachsenenalter erlitten 
werden, lassen das Risiko weiter ansteigen. Neben äußeren, epigenetischen 
Einflüssen kann die Neigung ein malignes Melanom zu entwickeln auch genetisch 
bedingt sein und familiär gehäuft auftreten.  
Maligne Melanome können aus bereits vorhandenen Nävi, welche eine Aggregation 
von Melanozyten darstellen, entstehen oder sich spontan neu bilden. Entartete 
Melanozyten wachsen zunächst in horizontaler Richtung, bevor sie sich vertikal 
ausbreiten. Wachsen sie vertikal in Richtung Dermis, finden sie Anschluss zu Blut- 
und Lymphgefäßen (Miller und Mihm 2006). Sobald dies geschieht, metastasieren 
sie in verschiedene Organe, wie z.B. Lunge, Leber oder Gehirn, und in die 
Lymphknoten (Tran et al. 2009). Die Metastasierung in einem frühen Stadium ist ein 
Grund, weswegen maligne Melanome zu den am schwersten therapierbaren 
Karzinomen zählen. Außerdem spielen multiple Resistenzen gegen 
Chemotherapeutika, welche über zelluläre Transportproteine nach extrazellulär 
transportiert werden, eine gravierende Rolle. Zu diesen Transportproteinen zählen 
die in Abschnitt 1.1.5. genauer erläuterten MRPs. 
Wie es genau zu einer bösartigen Veränderung von Melanozyten kommt ist nicht 
abschließend geklärt. Vermutet werden genetisch bedingte Schädigungen wie z.B. 
Gen Mutationen, Deletionen oder Amplifikationen, oder epigenetische Gründe wie 
z.B. DNA-Methylierungen. Außerdem kommt es zu Veränderungen in Genen, die in 
die Proliferations-, Seneszenz- und Apoptosesignalkaskade bei Melanomzellen 
involviert sind (Palmieri et al. 2009). Es kommt zu einer erhöhten Proliferationsrate, 
unkontrolliertem Wachstum und einer Resistenz gegen Apoptose (Palmieri et al. 
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2009). Ekmekcioglu et al. (2000) konnten eine Korrelation zwischen der konstitutiv 
exprimierten iNOS und bösartigen Melanomen mit geringer Überlebensrate zeigen. 
1.2.3. Lösliche Guanylylzyklase-cGMP-abhängige Effekte 
UV-B Strahlung bewirkt in vitro bei normalen humanen Melanozyten eine vermehrte 
Produktion des Pigments Melanin. Roméro-Graillet et al. konnten 1996 eine über UV-
B-Bestrahlung erhöhte intrazelluläre cGMP-Konzentration messen, die bei 
Inhibierung von NOS nicht mehr nachgewiesen werden konnte. Weiterhin konnten 
sie den UV-B bedingten Effekt auf die Melanogenese über Inhibition der NOS, sGC 
und PKG unterbinden, woraus sie schlussfolgerten, dass die erhöhte Melanogenese 
nach UV-B Bestrahlung über den NO-sGC-cGMP-PKG-Signalweg abläuft (Abb. 1-5) 
(Romero-Graillet et al. 1996). 
Ivanova et al. konnten 1997 eine Beteiligung des NO-sGC-cGMP-Signalwegs an der 
Perturbation der Interaktion von humanen melanozytären Zellen mit Komponenten 
der extrazelllulären Matrix (ECM) zeigen. Sie stimulierten normale humane 
Melanozyten (NHM) und pigmentierte bzw. nicht-pigmentierte Melanomzellen mit 
NO-Donoren und konnten eine konzentrationsabhängige Deadhäsion der Zellen von 
Fibronektin, einer Komponente der ECM, nachweisen. Hierbei konnten sie 
beobachten, dass der deadhäsive Effekt des NO-Donors SIN-1 vom Melaningehalt 
der Zellen abhängt. Pigmentierte Melanomzellen waren weitaus anfälliger für SIN-1 
als nicht-pigmentierte Melanomzellen und NHMs. Die Expression der e und nNOS 
konnte in allen untersuchten Zelllinien (NHMs, M14 und Mel57) nachgewiesen 
werden. Diese Ergebnisse lassen vermuten, dass eine erhöhte in vivo Produktion 
von NO in entzündetem oder infektiösem Gewebe aufgrund einer verminderten de 
novo Anhaftung von Melanozyten an die ECM, am Verlust von Melanozyten, wie z.B. 
bei Vitiligo, beteiligt ist (Ivanova et al. 1997). In einer weiteren Studie konnten 
Ivanova et al. eine zeit-, konzentrations-, und teilweise cGMP-abhängige 
Deadhäsion, von NHMs und non-lesional Melanozyten von Vitiligo Patienten nach 
NO-Stimulation mit NO-Donoren nachweisen. Die Inhibierung des Kaspase-Proteins, 
welches eine zentrale Rolle in der Apoptose einnimmt, führte zu einer verminderten 
Deadhäsion der Melanozyten und deutet auf eine bedeutende Rolle des Apoptose-
Mechanismus bei der Deadhäsion hin. Über die Gabe eines cGMP-Analogons, 
welches zu keiner vermehrten Apoptose führte, konnten Ivanova et al. zeigen, dass 
die NO-induzierte Deadhäsion über Apoptose in Melanozyten cGMP-unabhängig ist. 
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Weiterhin konnte die NO-induzierte, aber nicht die Apoptose-induzierte Deadhäsion 
zum Teil über Inhibitoren der sGC und PKG blockiert werden (Ivanova et al. 2005). 
Im Gegensatz zu NHMs und nicht-metastasierenden Melanomzellen exprimieren die 
untersuchten metastasierende Melanomzellen (Mel57, M14, 1F6m, MV3 und BLM) 
keine NO-sensitive sGC, da ihnen die β1 Untereinheit fehlt (Ivanova et al. 2001). 
Stimulation mit NO-Donoren führte in NHMs und nicht-metastasierenden 
Melanomzellen, jedoch nicht in metastasierenden Melanomzellen, zu einer erhöhten 
intrazellulären cGMP-Konzentration und sGC-Aktivität. In metastasierenden 
Melanomzellen konnte nach Stimulation mit natriuretischen Peptiden, welche 
Liganden der pGC darstellen, eine höhere intrazelluläre cGMP-Konzentration 
gemessen werden als in mit natriuretischen Peptiden stimulierten NHMs und nicht-
metastasierenden Melanomzellen. Die cGMP-Synthese verläuft in NHMs und nicht-
metastasierenden Melanomzellen vorwiegend über die NO-sensitive sGC, 
wohingegen bei metastasierenden Melanomzellen cGMP über die natriuretische 
Peptid-sensitive pGC synthetisiert wird. Weiterhin lassen Ivanova et al. (2001) eine 
Abhängigkeit des Metastasierungspotentials bei Melanomzellen mit der Abwesenheit 
der sGCβ1 und der Anwesenheit der pGC vermuten. 
 
NOS
cGMP
GTP
sGC-α/β
GC-A/B
PKG
ANP, BNP, CNP
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NO-Donoren 
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IBMXTrequinsinSildenafil
Hyper-g
cGMP-Efflux
NO NOS
 
Abbildung 1-5: Signaltransduktion über NO-sGC-cGMP bzw. den XNP-pGC-cGMP (modifiziert nach 
Ivanova et al. 2004).  
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1.2.4. Gravisensitivität  
Melanozyten sind in vivo ständig mechanischen Reizen in Form von 
Muskelkontraktionen, Wachstumsprozessen oder Druck ausgesetzt, den sie in 
biochemische Signale umwandeln und weiterleiten können (Bernd et al. 1992, 
Ivanova et al. 2004). Es ist bekannt, dass Zellfunktionen, wie z.B. Proliferation, 
Morphologie und Genexpressionen sowohl von Hyper- als auch von Mikrogravitation 
beeinflusst werden (de Groot et al. 1991, Carmeliet und Bouillon 1999, Takemura 
und Yoshida 2001). NHMs und nicht-metastasierende Melanomzellen reagieren in 
Anwesenheit von PDE-Inhibitoren auf Hypergravitation (bis 5g für 24 h) mit einem 
erhöhten cGMP-Efflux, wohingegen dieser Effekt bei hoch-metastasierenden 
Melanomzellen nicht beobachtet werden kann (Ivanova et al. 2004). Derselbe Effekt 
konnte ebenfalls bei NO-stimulierten Zellen nachgewiesen werden (Stieber et al. 
2005). Ivanova et al. konnten einen hypergravitationsbedingt erhöhten cAMP-Gehalt 
in NHMs und nicht-metastasierenden Melanomzellen, jedoch nicht in hoch-
metastasierenden Melanomzellen, nachweisen. Neben der vermehrten cAMP-
Synthese konnten sie einen Anstieg der Melaninproduktion bestimmen (Ivanova et 
al. 2004), was mit vorhergehenden Ergebnissen, wonach cAMP in die Melanogense 
involviert ist (Park und Gilchrest 1999), übereinstimmt. Ein weiterer Effekt erhöhter 
Schwerkraft, nach Hemmung der PDE über IBMX, auf NHMs und nicht-
metastasierende Melanomzellen, jedoch nicht auf hoch-metastasierende 
Melanomzellen, ist die auf mRNA- und Proteinebene erhöhte Expression der 
spezifischen Transporter für zyklische Nukleotide, MRP4 und 5 (Lambers 2009). 
Diese Daten unterstützen die Annahme von Ivanova et al. (2004), dass der 
gemessene cGMP-Efflux über MRP4/5 Transporter erfolgt. 
Neben hypergravitationsabhängigen Effekten konnten Ivanova et al. (2010) kürzlich 
ebenso Effekte von simulierter Schwerelosigkeit bestimmen. Melanomzellen 
unterschiedlichen Metastasierungspotentials wurden auf einem schnell-rotierenden 
Klinostaten simulierter Schwerelosigkeit (24 h) ausgesetzt. Sie zeigten eine 
mikrogravitationsbedingte Erniedrigung der natriuretische-Peptid-sensitiven GC-A 
und GC-B auf mRNA-Ebene. Die GC-A bzw. GC-B Aktivität ist in Melanomzellen, im 
Vergleich zu NHMs, erhöht und wird mit dem Metastasierungspotential assoziiert 
(Ivanova et al. 2001). Die verringerte GC-A/B mRNA-Expression könnte demnach auf 
ein erniedrigtes Metastasierungspotential von Melanomzellen unter 
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Mikrogravitationsbedingungen im Vergleich zu terrestrischen Bedingungen (1g) 
hindeuten (Ivanova et al. 2010). 
1.3. Zielsetzung der Arbeit 
Der bereits untersuchte Effekt von Hypergravitation auf den cGMP-Efflux in NO-
stimulierten und nicht-stimulierten NHMs und Melanomzellen mit unterschiedlichem 
Metastasierungspotential bildet die Grundlage für die durchgeführten Experimente. In 
der vorliegenden Arbeit sollte der Einfluss der sGC auf die hypergravitationsbedingte 
Expression der cGMP-Exporter MRP4 und 5 in nicht-metastasierenden 
Melanomzellen bestimmt werden. 
Hierfür sollte die Hemmung der β1-Untereinheit der sGC über die Methode der small 
interfering RNA (siRNA) erfolgen. Neben MRP4 und 5 sollten auch andere in den 
cGMP-Signalweg involvierte Gene (e/iNOS, sGC-α1/β1, GC-A/B und Tyrosinase) 
nach Langzeitzentrifugation (5g für 24 h) untersucht und der Einfluss der sGC über 
Hemmung der β1-Untereinheit bestimmt werden. Ferner sollte die Untersuchung von 
MRP4/5 und e/iNOS auch in der hoch-metastasierenden BLM Melanomzelllinie 
erfolgen, welche keine NO-sensitive sGC exprimieren. Weiterhin sollte die nicht-
metastasierende 1F6 Melanomzelllinie nach Hemmung der β1-Untereinheit durch 
siRNA Transfektion bei 1g charakterisiert werden. Dies sollte über mikroskopische 
und durchflußzytometrische Untersuchungen zur Bestimmung der Morphologie und 
Proliferation erfolgen. 
Aufgrund des von Ivanova et al. (2004) gefundenen hypergravitationsinduziert 
erhöhten cAMP-Spiegels und Melaningehaltes in NHMs und nicht-metastasierenden 
Melanomzellen, sollte als weiterer Punkt in der vorliegenden Arbeit die mRNA-
Expression der Tyrosinase, als geschwindigkeitsbestimmendes Enzym bei der 
Melanogenese, nach Langzeitzentrifugation analysiert werden.  
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2. Material und Methoden 
2.1. Chemikalien 
Materialien Firma Bestellnummer 
BrdU-Lösung BD Pharmingen 550891 
BSA  Sigma-Aldrich A-7906 
DEPC Sigma-Aldrich D-5758 
DETA-NO Axxora Deutschland GmbH 430-014-5005 
DharmaFect 1 Transfection 
Reagent 
Abgene Ltd. T-2001-03 
DMEM Fisher Scientific GmbH 21969-035 
DMEM ohne GLN, Phenolrot Fisher Scientific GmbH 11880028 
DMSO Sigma-Aldrich D-5879 
EDTA (0,2 M) Sigma-Aldrich ED4SS 
eNOS SAbiosciences Qiagen PPH01298E 
Ethanol für die Molekularbiologie Merck 1.08543.0250 
FACSClean Becton Dickinson 340345 
FACSFlow Becton Dickinson 342003 
FACSRinse Becton Dickinson 340346 
FITC Mouse Anti-BrdU Set BD Pharmingen 556028 
FITC markierter Antikörper Hase 
polyklonal zu Ratte  
Abcam ab6730 
FKS South American Fisher Scientific GmbH 10270106 
HEPES (MW 238,31) Sigma-Aldrich H-4034 
Hoechst 33342 Fisher Scientific GmbH VXH1399 
IBMX Sigma-Aldrich I-5879 
iNOS SAbiosciences Qiagen PPH00173E 
L-Glutamin (200 mM) Fisher Scientific GmbH 25030-032 
Methanol KMF (Merck) 1.06009.2511 
β-Mercaptoethanol Sigma-Aldrich M-3148 
MRP5-Antikörper (human) Ratte 
monoklonal [M5II-54]  
Abcam ab24107 
Natriumazid (NaN3) Merck 8.22335.0100 
Natriumborat (Na2B4O7) Sigma-Aldrich S9640 
ON-TARGETplus™ Non-targeting 
siRNA # 1 
Abgene Ltd.  D-001810-01-20 
ON-TARGETplus™ sGCβ1 Abgene Ltd. J-006733-05-
0020 
ON-TARGETplus™ SMARTpool  
sGCβ1 
Abgene Ltd. L-006733-00 
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ON-TARGETplus™ Upgrade Set 
of Four SMARTpool sGCβ1 
(2nmol x 4) 
Abgene Ltd. LU-006733-00-
0002 
PBS KMF (Accugene Cambrex BE) 51226 
PI/RNase satining buffer BD Pharmingen 550825 
Penicillin, Streptomycin, Glutamin 
(PSG, 100x) 
Fisher Scientific GmbH 10378016 
QuantiFastTM SYBR® Green  
PCR Kit 
Qiagen 204054 
QuantiTect® Primer Assay 
β-actin 
Qiagen QT1680476 
QuantiTect® Primer Assay 
GAPDH 
Qiagen QT00079247 
QuantiTect® Primer Assay 
GC-A 
Qiagen QT00081963 
QuantiTect® Primer Assay 
GC-B 
Qiagen QT00013727 
QuantiTect® Primer Assay  
HPRT1 
Qiagen QT00059066 
QuantiTect® Primer Assay  
MRP4 
Qiagen QT00077266 
QuantiTect® Primer Assay  
MRP5 
Qiagen QT00049959 
QuantiTect® Primer Assay 
PPIB 
Qiagen QT00067186 
QuantiTect® Primer Assay 
sGCα1 
Qiagen QT01001840 
QuantiTect® Primer Assay 
sGCβ1 
Qiagen QT00013622 
QuantiTect® Primer Assay 
Tyrosinase 
Qiagen QT00080815 
QuantiTect® Kit für  
Reverse Transkription  
Qiagen 205311 
RNase away Fisher Scientific GmbH 10328-011 
RNeasy® Micro Kit Qiagen 74034 
RNeasy® Plus Mini Kit Qiagen 74134 
Salzsäure (HCL) Merck 313.2500 
siGLO Green 
Transfektionsindikator 
Abgene D-001630-01 
5 x siRNA Puffer Abgene Ltd. B-002000-UB-
100 
Tris-EDTA Puffer (100x) Sigma-Aldrich T-9285 
Trypanblau Fisher Scientific GmbH 15250061 
Trypsin Sigma-Aldrich T-0134 
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2.2. Zellkultur 
2.2.1. Zellkultur und verwendete Zelllinien 
In der vorliegenden Arbeit wurden verschiedene Zelllinien, welche nach subkutaner 
Inokulation von Nacktmäusen ein unterschiedliches Metastasierungspotential 
aufweisen (van Muijen et al. 1991, Danen et al. 1993), verwendet. Während 1F6 eine 
nicht-metastasierende Melanomzelllinie ist, weist die BLM Melanomzelllinie ein 
hohes Metastasierungspotential auf. Des Weiteren exprimieren 1F6 Zellen sowohl 
die membrangebundene als auch die lösliche Isoform der Guanylylzyklasen, 
während BLM Zellen keine NO-stimulierbare sGC aufweisen (Ivanova et al. 2001). 
Beide Zelllinien wurden uns freundlicherweise von Professor Dr. G. van Muijen, 
Universität Nijmwegen, zur Verfügung gestellt. Die einzelnen Experimente wurden 
stets mit Zellen der gleichen Passage durchgeführt. 
2.2.2. Herstellung der Zellkulturmedien 
Die Melanomzellen wurden in Dulbecco`s Modifikation des Eagles Medium (DMEM) 
mit Phenolrot kultiviert. Diesem wurde fötales Kälberserum (FKS), nach Inaktivierung 
des Komplementsystems (30 min, 56°C), zugesetzt. An schließend wurde es steril 
portioniert und bis zur Zugabe ins Medium bei -20°C  aufbewahrt. Um 
Kontaminationen zu vermeiden, erfolgte die Zugabe der Antibiotika Penicillin und 
Streptomycin. Außerdem wurde die Aminosäure L-Glutamin hinzugegeben. Die 
Lagerung des fertig angesetzten Mediums erfolgte für maximal 14 Tage im 
Kühlschrank bei + 4°C (Tab. 2-1). 
 
         Tabelle 2-1: Zusammensetzung des Zellkulturmediums für Melanomzellen 
 Endkonzentration 
DMEM 500 ml 
FKS  10% (v/v) 
L-Glutamin 2 mM 
Penicillin 100 U/ml 
Streptomycin 100 µg/ml 
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Für die Zentrifugationsversuche wurden die Zellen in ein serumfreies DMEM Medium 
überführt und die Flaschen verschlossen. DMEM ohne Phenolrot wurde mit 4-(2-
Hydroxyethyl)-1-piperazin-ethansulfonsäure (HEPES) und Rinderserumalbumin 
(BSA) versetzt und anschließend auf einen pH-Wert von 7,4 eingestellt (Tab. 2-2). 
Vor Benutzung des Mediums erfolgte die Zugabe von Penicillin, Streptomycin und 
Glutamin. Die Lagerung erfolgte wiederum bei + 4°C.  
 
        Tabelle 2-2: Zusammensetzung des Minimalmediums  
 Endkonzentration 
DMEM 500 ml 
BSA 0,25% 
L-Glutamin 2 mM 
Penicillin 100 U/ml 
Streptomycin 100 µg/ml 
HEPES 10 mM 
 pH 7,4 
 
2.2.3. Kultivierungsbedingungen 
Die Kultivierung der Zellen fand stets unter sterilen Bedingungen in einer 
Sterilwerkbank (Hera Safe, Hereaus Instruments, Klasse II, gemäß EN 12469/2000) 
statt. Alle verwendeten Geräte und Lösungen wurden vor Gebrauch autoklaviert oder 
über Filter mit einer Porengröße von 0,22 µm sterilfiltriert. Die Lösungen wurden in 
einem auf 37°C temperierten Wasserbad auf eine phys iologische Temperatur 
gebracht. Alle unter die Sterilwerkbank gebrachten Geräte und Behälter wurden vor 
Gebrauch mit 70% Ethanol gereinigt. Die Lagerung der Zellen erfolgte in einem CO2-
begasten Brutschrank bei 37°C, 5% (v/v) CO 2 und 95% (v/v) Luftfeuchtigkeit. 
2.2.4. Kultivierung und Passagierung von Zellen 
Das Expandieren der verwendeten adhärenten Zelllinien erfolgte in Kulturflaschen 
mit einer Wachstumsfläche von 225 cm2 (Costar 3000, VWR International, 
Langenfeld, Deutschland). Die nicht-metastasierende 1F6 Melanomzelllinie erreichte 
nach 4-6 Tagen eine 80%ige Konfluenz. Um die Zellen zu passagieren, mussten sie 
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zunächst enzymatisch vom Flaschenboden abgelöst werden. Hierfür wurden sie erst 
mit PBS (Phosphate Buffered Saline, siehe Tab. 2-3) gewaschen, damit eventuelle 
Mediumrückstände den enzymatischen Vorgang nicht abstoppen. Anschließend 
erfolgte die enzymatische Ablösung der Zellen mittels einer 0,25%-igen Trypsin-
Lösung (siehe Tab. 2-4) für 90 s bei 37°C. Als nächstes wurde der enzymat ische 
Prozess mit FKS abgestoppt und die Suspension in bereits vorgelegte 10 ml PBS 
überführt. Die Kulturflaschen wurden erneut mit 10 ml PBS ausgewaschen, um 
eventuell übrig gebliebene Zellen ebenfalls aufzunehmen (alle verwendeten Medien 
und Puffer wurden vor Benutzung im Wasserbad auf 37°C erwärmt). Die 
Zellsuspension wurde gut resuspendiert. Zum Zählen wurden die Zellen 1:2 mit 0,4% 
Trypanblau angefärbt und in eine Neubauer-Zählkammer überführt. Lebende Zellen 
sind dort als hell und rund zu erkennen, wohingegen tote Zellen blau erscheinen, weil 
der Farbstoff durch die beschädigte Zellmembran in die Zellen eindringen kann. Für 
Hypergravitationsversuche wurden 0,4x106 1F6 Melanomzellen und für RNA-
Interferenzversuche 0,2x106 Zellen in 12,5 cm2 Kulturflaschen ausgesät. Für 
Versuche mit BLM Melanomzellen wurden 0,2x106 Zellen/12,5 cm2 ausgesät. Nach 
einer Inkubationszeit von 24 h erfolgte die Zugabe des serumfreien DMEM mit 
Zusatz von 0,1 mM IBMX. Vor Beginn der Hypergravitationsexperimente wurden die 
Zellen zur Regeneration für 2 h in den Brutschrank gelegt. 
 
 Tabelle 2-3: Zusammensetzung des Ca2+-, und Mg2+-freien PBS-Puffers. 
 Endkonzentration 
NaCl 137 mM 
Na2HPO4 .2H2O 81 mM 
KH2PO4 14 mM 
KCl 27 mM 
in aqua bidest. pH 7,4 
Die zehnfach konzentrierte PBS Stammlösung wurde mit bidestilliertem Wasser 1:10 
verdünnt und vor Gebrauch autoklaviert. 
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Tabelle 2-4: Zusammensetzung der Trypsin-EDTA-Lösung zum ablösen adhärenter      
Zellen. 
 Endkonzentration 
Trypsin 0,25%  0,02% 
EDTA in PBS (1x) 2%  0,005% 
in PBS (1x)  
Die Lösung wurde nach Herstellung sterilfiltriert, aliquotiert und bei -20°C gelagert  
 
2.2.5. Stimulation mit DETA-NO als NO-Donor 
Um die Effekte von Hypergravitation auf die mRNA- und Proteinexpression von 
MRP5 in NO-stimulierten nicht-metastasierenden 1F6 Melanomzellen zu überprüfen, 
wurden die Zellen mit dem direkten NO-Donor (Z)-1-[2-(2-Aminoethyl- N-(2-
Ammonioethyl)Amino]Diazen-1-ium-1,2-Diolat (DETA/NO) mit einer Konzentration 
von 0,1 mM stimuliert. Die Zugabe erfolgte unter Lichtausschluss unmittelbar vor 
Zentrifugation direkt ins Medium und verblieb dort für 24 h. 
2.3. Genexpressionsanalyse 
2.3.1. RNA Isolation  
2.3.1.1. RNA Isolation über Qiagen RNeasy®Plus Micro Kit 
Die Isolierung von RNA erfolgte über das RNeasy®Plus Micro Kit der Firma Qiagen 
(Hilden, Deutschland). Die RNA Isolation erfolgte gemäß dem Handbuch 
(RNeasy®Plus Micro Handbook, Juli 2007) des Herstellers. Zu Beginn der Isolierung 
wurde zunächst über einen Waschschritt mit PBS das Medium von den Zellen 
entfernt. Als nächstes erfolgte die Lysierung mit dem Guanidinthiocyanat 
beinhaltenden RLT-Puffer, welchem β-Mercaptoethanol zugesetzt wurde. Dieses 
inaktiviert RNasen, wodurch eine effizientere RNA-Isolation ermöglicht wird. 
Anschließend wurde das Lysat mit einer 20-G (Ø 0,9 mm, VWR, Langenfeld, 
Deutschland) Kanüle homogenisiert und zur Eliminierung genomischer DNA (gDNA) 
auf eine gDNA Säule aufgetragen. Der Durchfluss wurde weiterverwendet und nach 
Zugabe von 70%igem Ethanol auf die RNA-Säule aufgetragen. Nach einer 
Waschprozedur mit verschiedenen Waschpuffern erfolgte die RNA Isolation mit 14 µl 
RNase freiem Wasser. Die isolierte RNA wurde bei -80°C gelagert. 
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2.3.1.2. Photometrische Konzentrationsbestimmung isolierter RNA  
Die Nukleinsäurekonzentrationen wurden mit einem Spektralphotometer (GeneQuant 
80-2101-98, PharmaciaBiotech) gemessen. Die Quantifizierung erfolgte über die 
Messung der Absorption bei 260 nm. Ein OD260 Wert von 1 entspricht dabei einer 
Konzentration von ca. 44 µg/ml für RNA bei einem pH von 7,0. Deshalb wurden die 
RNA Proben in 10 mM Tris-EDTA, pH 7,5 verdünnt. Das Spektralphotometer wurde 
mit derselben Lösung kalibriert, welche auch für die Verdünnung verwendet wurde. 
Die RNA wurde je nach Versuchsaufbau und verwendeter Zellzahlen 1:20-1:35 
verdünnt. RNA wird als rein betrachtet, wenn das Verhältnis von A260/A280 ≤ 1,8 ist. 
Werte unter 1,8 weisen auf eine Kontamination mit Proteinen oder aromatischen 
Substanzen hin.  
2.3.1.3 Reverse Transkription 
Die reverse Transkription (RT) wurde auf dem Thermocycler T1 (Biometra) 
durchgeführt. Die isolierte RNA wurde durch RT in cDNA (engl.: copy DNA) 
umgeschrieben. Hierfür wurde das QuantiTect® Reverse Transcription Kit verwendet. 
In die RT wurde 1 µg RNA eingesetzt. Zunächst erfolgte gemäß Handbuch 
(QuantiTect® Reverse Transcription Handbook, March 2009) die Inkubation der 
aufgereinigten RNA in gDNA Wipeout Buffer für 2 min bei 42°C (Ansatz I), um 
Kontaminationen durch gDNA zu entfernen (Tab. 2-5).  
 
Tabelle 2-5: Komponenten zur Entfernung von gDNA (Ansatz I) 
 Volumen/Reaktion Finale Konzentration 
gDNA Wipeout Buffer [7x] 2 µl 1x 
RNA Probe 5 µl 1 µg/5µl 
RNase freies Wasser 7 µl  
Gesamt 14 µl  
 
Im nächsten Schritt wurde der aus reverser Transkriptase, Reaktionspuffer und 
Primern bestehende Master Mix der RT angesetzt (Tab. 2-6) und zum Ansatz I hinzu 
pipettiert. Die Inkubationszeit betrug 15 min bei 42°C. Die Inaktivierung der reversen 
Transkriptase erfolgte bei 95°C für 3 min. Die Meth ode macht sich die RNA-
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abhängige DNA-Polymerase und die RNase H-Aktivität der Reversen Transkriptase 
zu nutze. Die RNA-abhängige DNA Polymerase-Aktivität transkribiert cDNA aus einer 
RNA Vorlage. Die RNase H-Aktivität degradiert spezifisch die RNA in RNA:DNA 
Hybriden. Neben den Proben wurde zudem eine Negativkontrolle angesetzt, welche 
RNase freies Wasser anstelle von RNA beinhaltete. Diese Probe wurde genauso 
behandelt wie Proben mit RNA. Die Lagerung der cDNA Proben erfolgte bei -40°C. 
 
         Tabelle 2-6: Master Mix der RT 
 Volumen/Reaktion Finale Konzentration 
Quantiscript Reverse 
Transcriptase 
1 µl  
Quantiscript RT Buffer 4 µl 1x 
RT primer Mix 1 µl  
Gesamt 6 µl  
 
2.3.2. Quantitative real-time PCR 
Bei der Bestimmung der Genexpression über die quantitative PCR (qPCR) erfolgt die 
Messung der amplifizierten PCR-Produkte unmittelbar nach jedem Zyklus. Eine 
quantitative Bestimmung ist möglich, da die Messung während der exponentiellen 
Phase der PCR-Verlaufskurve erfolgt. Theoretisch ist die optimale Effizienz (E) einer 
PCR E=2, d.h. es erfolgt eine Verdopplung des PCR-Produktes nach jedem Zyklus. 
Aufgrund verschiedener Parameter, wie z.B. der Sequenz, Fragmentlänge oder der 
Reinheit der Nukleinsäure, ist dies jedoch nicht der Fall. Werden die Ergebnisse 
dennoch nach Gleichung 2-1 (siehe Handbuch „Quantifizierungsstrateigen mit dem 
LightCycler PCR Analysesystem“ der Firma Roche), ohne Effizienzkorrektur 
berechnet, ergeben sich beträchtliche Fehler. Weichen die Effizienzen zwischen 
Target- und Referenzgen z.B. um nur 0,05 voneinander ab, vergrößert sich der 
Fehler von 113 % auf 365 % in Zyklus 30 (Handbuch „Quantifizierungsstrategien mit 
dem LightCycler PCR Analysesystem“ der Firma Roche).  
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N = N0xE
Cp                   (Gl. 2-1) N    Anzahl der Moleküle im PCR-Zyklus n  
N0  Ausgangsmenge der eingesetzten cDNA  
E Amplifikationseffizienz 
Cp Zyklus, an dem das Signal aus dem Hintergrund tritt 
(Crossing Point) 
 
Da es für unsere Anwendungen von Bedeutung war, auch kleinste Unterschiede zu 
detektieren, wurde für die Berechnung der durchgeführten Experimente eine relative, 
kalibratornormalisierte Quantifizierung mit Effizienzkorrektur nach Gleichung 2-2 
durchgeführt (Technical Note No. LC 13/2001, „relative quantification“, Roche). 
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Die Durchführung der qPCR erfolgte mit dem LightCycler® 1.5 von Roche. Als 
Fluorochrom wurde SYBR® Green verwendet. Dieses lagert sich während der 
Amplifikation an doppelsträngige DNA (dsDNA) an, wobei die Fluoreszenz bei 
Bindung an dsDNA um das 100fache zunimmt. Jeder Anstieg an DNA hat auch eine 
Zunahme der Fluoreszenzintensität zur Folge, die in jedem Zyklus gemessen wird. 
Der Punkt, an dem die Fluoreszenz einer Probe die Hintergrundfluoreszenz 
überschreitet, wird Crossing Point (Cp) genannt. In der vorliegenden Arbeit wurde die 
Quantifizierung über die Methode der zweiten maximalen Ableitung verwendet. 
Hierbei wird der Cp als der Punkt bestimmt, an dem die Fluoreszenzkurve einer 
Probe stark ansteigt (Handbuch: „LightCycler Software 3.5.3“, Stand Oktober 2004, 
Roche). Der Cp-Wert ist proportional zur Expression des untersuchten Gens. Ein 
schwach exprimiertes Gen hat demnach einen höheren Cp-Wert als ein stark 
exprimiertes Gen. 
Die nach der Auswertung erhaltenen unterschiedlichen Cp-Werte der verschiedenen 
Versuchsdurchführungen wurden von der LightCycler3® Software automatisch aus 
dem Maximum der zweiten Ableitung der PCR-Kurven für jedes Target- und 
Referenzgen ermittelt. Aus den Abweichungen der Cp-Werte der beiden Gene 
untereinander wurde der ∆Cp-Wert berechnet. Dieser wird benötigt, um die 
effizienzkorrigierte normalisierte Ratio zu ermitteln. Die Software RelQuant® setzt den 
normalisierten Wert für den Kalibrator automatisch auf den Wert 1. Die nomalisierten 
S  Probe  
K  Kalibrator 
T Targetgen 
R  Referenzgen 
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Ratios der Proben werden im Verhältnis zu diesem Wert berechnet. Da hier die 
Reaktionseffizienzen berücksichtigt werden, können Daten aus unterschiedlichen 
PCR-Läufen untereinander verglichen werden. Die Software greift auf relative 
Standardkurven zurück, die die PCR-Effizienz des Target- und Referenzgens 
beschreiben. Die von der Software verwendeten Algorithmen werden dem Anwender 
von der Firma Roche nicht zur Verfügung gestellt. 
2.3.2.1. Auswahl des Kalibrators 
Ein Kalibrator ist eine Probe mit einem stabilen Verhältnis von Target- zu 
Referenzgen. Er dient der Normalisierung aller Proben in einem PCR-Lauf und 
überdies als konstanter Kalibrierungspunkt zwischen mehreren PCR-Läufen 
(Technical Note No. LC 13/2001, relative quantification, Roche). Die bei 1g und in 
antibiotikahaltigem DMEM Medium mit Zusatz von 10% FKS (DMEM-10% FKS) 
kultivierte, nicht-metastasierende 1F6 Melanomzelllinie diente in der vorliegenden 
Arbeit als Kalibrator. 
2.3.2.2. Auswahl der Referenzgene 
In der vorliegenden Arbeit wurden die Gene Hypoxanthin-phosphoribosyltransferase 
1 (HPRT1), Glycerinaldehyd-3-Phosphat-Dehydrogenase (GAPDH), β-actin und 
Cyclophilin B (PPIB) als Referenzgene ausgewählt (QuantiTect® Primer Assays, 
Qiagen). Das Referenzgen sollte nicht durch äußere Faktoren reguliert und stets 
konstant exprimiert werden. Die Messung des Referenzgens dient als endogene 
Kontrolle und zur Normalisierung des Zielgens und korrigiert Variationen in der 
anfänglichen Probenmenge, Variationen in der Effizienz der cDNA-Synthese und 
Unterschiede in der Proben- bzw. Nukleinsäurequalität. Weiterhin sollte das 
verwendete Referenzgen einen ähnlichen Expressionslevel haben wie das zu 
untersuchende Gen. Daher wurde in dieser Arbeit je nach Expressionslevel des Ziel-
Gens ein entsprechendes Referenzgen ausgewählt. 
2.3.2.3. Verwendete Primer 
Für die qPCR wurden Primer der Firma Qiagen bezogen. Diese Primer sind so 
konstruiert, dass sie nur an Exon/Exon Grenzen binden und verhindern somit, dass 
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gDNA ungewollt amplifiziert wird. Die verwendeten Ziel-Gene können Tabelle 2.7 
entnommen werden. 
 
Tabelle 2-7: Verwendete Primer der Firma Qiagen (QuantiTect® Primer Assay) 
Verwendete Primer Abkürzung der Ziel-Gene 
β1-Untereinheit der löslichen 
Guanylylzyklase 
sGC-β1 
α1-Untereinheit der löslichen 
Guanylylzyklase 
sGC-α1 
Endotheliale/induzierbare Stickstoffmonoxid-
Synthase 
e/iNOS 
Tyrosinase TYR 
Membrangebundene Guanylylzyklase A GC-A 
Membrangebundene Guanylylzyklase B GC-B 
Multidrug-Resistenz Protein 4/5 MRP4/5 
 
2.3.2.4. Erstellung von relativen Standardkurven 
Für die Standardkurven wurden Verdünnungsreihen in fünf Verdünnungsstufen (1:1, 
1:10, 1:102, 1:103, 1:104) des Kalibrators, sowohl für alle Ziel- als auch 
Referenzgene, erstellt. Die Standardkurven wurden zum einen zur quantitativen 
Berechnung und zum anderen zur Effizienzbestimmung verwendet. Die Cp-Werte 
wurden über Duplikate bestimmt und über die Mittelwerte berechnet. Über die 
Standardabweichung wurde anschließend die Qualität der Standardkurve bewertet.  
Bei optimalen Bedingungen (Ausgleich zwischen PCR-Reagenzien und cDNA-
Konzentration, optimale Einstellungen der PCR Parameter) ist die Abhängigkeit 
zwischen dem PCR Zyklus (Cp-Werten) und der relativen Konzentration proportional 
(linearer Kurvenverlauf). Bei einer 1:10 Verdünnung bedeutet das einen Abstand der 
Cp-Werte von 3,3 Zyklen und eine Effizienz von 2, d.h. eine Verdopplung des 
Amplifikationsproduktes.  
Die Standardkurve wird bestimmt und anschließend als sogenannte Koeffizienten-
Datei gespeichert und zur Berechnung der Normalisierung der Werte verwendet. Die 
Software RelQuant® erstellt automatisch einen polynomischen Algorithmus, mit dem 
die genaue Effizienz der PCR aus der Steigung der Kurve berechnet werden kann. 
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Die verwendeten Algorithmen werden von Roche Diagnostics nicht zur Verfügung 
gestellt.  
 
2.3.2.5. Durchführung der qPCR 
Das für die qPCR eingesetzte LightCycler®-System (siehe Kapitel 2.3.2) wurde mit 
Glaskapillaren (20 µl), in welche die Proben pipettiert wurden, verwendet. Die qPCR 
wurde mit dem QuantiFast™ SYBR® Green PCR Kit und den zugehörigen 
QuantiTect® Primer Assays durchgeführt. Tabelle 2-8 zeigt das 
Pipettierschema/Probe, Tabelle 2-9 das Temperaturprogramm und die 
Fluoreszenzparameter für die qPCR. Die PCR wurde beendet, wenn die PCR-
Verlaufskurve die Plateau-Phase erreicht hatte. Dies trat in der Regel nach 35-40 
Zyklen ein. Je steiler die exponentielle Phase der PCR-Kurve ist, desto optimaler ist 
die Effizienz. Verflacht sich die Kurve, verringert sich auch die Effizienz.  
 
          Tab. 2-8: Pipettierschema für die qPCR mit dem QuantiFastTM SYBR® Green PCR kit 
 Volumen Finale Konzentration 
PCR reines H2O 6 µl  
QuantiTect Primer Assays (10x) 2 µl 1x 
SYBR® Green Master Mix (2x) 10 µl 1x 
cDNA aus RT 2 µl  
Gesamt 20 µl  
 
Im Anschluss einer jeden PCR wurde eine Schmelzkurve erstellt, d.h. die dsDNA 
wurde erneut aufgeschmolzen, um die Spezifität des Amplifikates nachzuweisen. Die 
Schmelztemperatur eines jeden Produkts ist aufgrund unterschiedlicher Sequenzen, 
Längen oder GC Gehalt spezifisch. Die Fluoreszenz nimmt mit Temperaturzunahme 
ab, da das SYBR® Green aus der dsDNA freigesetzt wird. Dargestellt wird die 
Schmelzkurve, indem die Fluoreszenzänderung pro Zeiteinheit gegen die 
Temperatur aufgetragen wird. Unspezifische Produkte, wie z.B. Primer-Dimere oder 
gDNA können so aufgrund einer zum Produkt unterschiedlichen Schmelzkurve 
ermittelt werden (Handbuch: The LightCycler System, Roche). 
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Tab. 2-9: Temperaturprogramm und Fluoreszenzparameter für die qPCR mit 
dem LightCycler® 1.5 
Temperaturprogramm Temperatur Zeit [C°/s] - Messung  
 95°C 5 min 20 – keine 
 94°C 15 s 20 – keine 
 60°C 30 s 20 – keine 
 72°C 20 s    20 – einfach 
 95°C 0 s 20 – keine 
 65°C 15 s 20 – keine 
 95°C 0 s 0,1 - kontinuierlich 
 40°C 30 s  
 
Fluoreszenzparameter Kanal Einstellung 
 F1 15 
 F2 0 
 F3 0 
 
2.3.2.6. Auswertung 
2.3.2.6.1. Relative Quantifizierung 
Die Standardkurve eines Referenzgens wurde mit je einer Standardkurve eines 
Zielgens ins Verhältnis gesetzt. Dies wurde dann als Koeffizientendatei 
abgespeichert, so dass für jedes Zielgen eine eigene Koeffizientendatei vorlag, die 
zur Effizienzkorrektur benötigt wurde. Diese Koeffizientendatei wurde zur Auswertung 
in die RelQuant® Software geladen. Nach Messung der Ziel- und Referenzgene mit 
dem LightCycler® 1.5 wurden die Daten als Textdateien abgespeichert und ebenfalls 
in die RelQuant® Software geladen. Die PCR eines Zielgens wurde ins Verhältnis zur 
PCR eines Referenzgens gesetzt. Die normalisierten Werte wurden über die 
Gleichung 2-2 berechnet. Die erhaltene Auswertung der Ergebnisse wurde als 
Analysedatei gespeichert.  
 
 
35-40 
Zyklen 
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2.3.2.6.2. Statistik 
Die statistische Auswertung der Daten erfolgte über Microsoft Excel und den 
Student’s t-test (ungepaart, zweiseitig). Proben mit p ≤ 0,05 wurden als signifikant 
definiert. 
2.4. Proteinexpressionsanalyse mittels Durchflußzytometrie  
Die quantitative Analyse von MRP5 auf Proteinebene in der nicht-metastasierenden 
1F6 Melanomzelllinie erfolgte über Durchflußzytometrie. Zunächst wurde das 
Zielprotein über einen monoklonalen Antikörper markiert, welcher anschließend von 
einem sekundären, fluorochromkonjugierten Antikörper gebunden wurde.  
2.4.1. Durchführungsprotokoll 
Die in 12,5 cm2 Kulturflaschen ausgesäten Melanomzellen wurden mit einem 
Zellschaber in einer PBS-Lösung abgelöst und 5 min bei 1200 rpm zentrifugiert. Als 
nächstes wurde der Überstand abgeschüttet, die pelletierten Zellen mit 
PBS/BSA/Natriumazid (PBA, Tab. 2-10) gewaschen und erneut für 5 min bei 1200 
rpm zentrifugiert. Zur Permeabilisierung und Fixierung wurden die Zellen mit 100 µl 
70% (v/v) Methanol für 5 min bei 4°C inkubiert. Nac h einem erneuten Waschschritt 
mit PBA erfolgte die Bindung des ersten Antikörpers (0,625 µg/50 µl Ansatz) auf Eis 
für 35 min. Nach zweimaligem Waschen der Suspension mit PBA wurde der 
sekundäre Fluoreszeinisothiocyanat (FITC)-markierte Antikörper (1 µg/50 µl Ansatz) 
hinzugegeben und erneut für 35 min auf Eis inkubiert. Um nicht-gebundene FITC 
Rückstände zu eliminieren, wurden die Proben nochmals mit PBA gewaschen, bevor 
sie für die Messung in 300 µl PBS resuspendiert wurden. 
 
         Tabelle 2-10: Zusammensetzung von PBA 
Verwendete Substanzen Endkonzentration 
1 M Natriumazid 0,1 % 
BSA 0,5 % 
in 1x PBS  
 bei 4 °C lagern 
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2.4.2. Durchflußzytometrische Messung 
Das hier verwendete Fluorochrom FITC hat ein Emissionsmaximum von 520 nm und 
wurde über den FL-1 Kanal (515–545 nm) erfasst. Die in Volt gemessenen 
Signalintensitäten werden über einen Analog-Digitalwandler für jeden 
Messparameter in eine Kanalzahl (hier: 1024 Kanäle) umgewandelt. Für jede Probe 
wurden 104 Fluoreszenzsignale gemessen. Neben den Signalen gebundener 
Antikörper wurden auch unspezifische Signale von nicht-gebundenen Fluorochromen 
gemessen (Hintergrundfluoreszenz). Um diese zu bestimmen, wurden 
Negativkontrollen verwendet, welche mit dem sekundären Antikörper markiert 
wurden. Die Auswertung erfolgte, indem die Hintergrundfluoreszenz von der 
Gesamtfluoreszenz subtrahiert wurde. 
2.4.3. Auswertung der Messergebnisse 
Die erhaltenen durchflußzytometrischen Daten wurden in einem Histogramm 
dargestellt, bei dem die Fluoreszenzintensität auf der x-Achse und die Zellzahl auf 
der y-Achse aufgetragen sind. Die über CellQuest® (Becton Dickinson, Heidelberg, 
Deutschland) erhaltenen Rohdaten wurden in WinMDI® 2.9 überführt und zur 
Histogrammdarstellung verwendet. Zur Auswertung wurden die Werte der 
Negativkontrolle von der jeweiligen Probe subtrahiert. Dadurch konnten 
unspezifische Fluoreszenzsignale aus den gemessenen Daten entfernt werden. Die 
statistische Auswertung wurde über Microsoft Excel mittels ungepaartem, einseitigem 
Student’s t-Test durchgeführt. Die Festlegung des Signifikanzniveaus erfolgte erneut 
auf p ≤ 0,05. 
2.5. Hemmung der Genexpression von sGCβ1  
RNA-Interferenz (RNAi) führt über 19-23 Nukleotid-lange doppelsträngige RNA-
Moleküle (small interfering RNA, siRNA) zu einer Hemmung der Genaktivität. RNAi 
ist eine natürliche zelluläre Abwehr gegen virale Infektionen, da bis auf 
doppelsträngige virale RNA in der Regel alle RNA-Moleküle in einer Zelle 
einzelsträngig sind (z.B. mRNA und tRNA) (Chotkowski et al. 2008). Zunächst erfolgt 
das Aufspalten großer doppelsträngiger RNA-Moleküle über eine ATP-abhängige 
RNase III namens Dicer in siRNA. Anschließend wird die siRNA in den sogenannten 
RISC-Komplex (RNA induced silencing complex) aufgenommen, in dem das 
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Aufwinden der siRNA über das Argonautenprotein 2 stattfindet (Matranga et al. 
2005). In der Regel verbleibt der Antisense-Strang im RISC Komplex, während der 
Sensestrang diesen wieder verlässt und im Zytosol abgebaut wird. Wird 
komplementäre mRNA in den RISC Komplex gebunden, erfolgt das Aufspalten 
dieses Moleküls über das Argonautenprotein 2 an einer spezifischen Stelle im Duplex 
(Rand et al. 2005). Durch den Abbau der inkorporierten mRNA wird die Translation 
und somit die Proteinbildung gehemmt.  
2.5.1. Verwendung von siGLO Green als Transfektionsindikator 
Für eine erfolgreiche Hemmung der sGCβ1-Untereinheit in nicht-metastasierenden 
1F6 Melanomzellen mittels siRNA, mussten zunächst verschiedene 
Transfektionsparameter, wie z.B. optimale Zellzahl, Volumen des 
Transfektionspuffers und Konzentration der verwendeten siRNA, optimiert werden. 
Dies erfolgte anfangs über den Transfektionsindikator siGLO Green und nicht direkt 
über die gewünschte siRNA. Der Transfektionsindikator siGLO Green ist ein 
fluoreszenz-markiertes Oligonukleotid, welches ausschließlich zur Einstellung der 
optimalen Transfektionsparameter dient und keine Informationen über siRNA-
Funktion oder Lokalisation gibt. siGLO Green ist chemisch so modifiziert, dass eine 
Aufnahme in den RISC-Komplex verhindert und eine Lokalisation am Zellkern 
erreicht wird. Somit stellt es ein eindeutiges Signal für eine effiziente Aufnahme in die 
Zelle dar. Eine maximale Fluoreszenz korreliert mit den optimalen Bedingungen für 
eine erfolgreiche siRNA-Transfektion. Der visuelle Nachweis von siGLO Green über 
Fluoreszenzmikroskopie ist einfacher und schneller als der Nachweis der Hemmung 
einer Genexpression über die gewünschte siRNA, welche über qPCR erfolgen 
müsste. siGLO Green wurde über die Lipid-basierte Transfektion mit dem 
Transfektionspuffer DharmaFECT 1 (DF1) in die Zelle transportiert. Des Weiteren 
erfolgte das Anfärben der DNA mit Hoechst 33342 bei einer Konzentration von 5 
µg/ml für 30 min, um eine effektive Transfektion, folglich ein Anreichern von siGLO 
Green am Zellkern, einwandfrei bestimmen zu können.  
Die Experimente wurden in 96-well Platten durchgeführt, in die zunächst 2,5x103, 
5x103, 10x103 und 20x103 Zellen pro well ausgesät wurden, um die richtige Zellzahl 
für die Transfektion zu ermitteln. Es wurde festgestellt, dass 2,5x103 Zellen nur eine 
Konfluenz von ca. 40% und 20x103 Zellen/well keine Monolayer mehr aufwiesen. 
Deshalb wurden die weiteren Experimente mit 5x103 und 10x103 Zellen/well 
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durchgeführt. Die eingesetzten siGLO Green Konzentrationen lagen, wie vom 
Hersteller empfohlen, zwischen 20 und 50 nM und die verwendeten Volumina des 
Transfektionspuffers zwischen 0,1-0,6 µl/well.  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Nicht-metastasierende 1F6 Melanomzellen wurden mit antibiotikafreiem DMEM-10% 
FKS ausgesät und 24 h später mit siGLO Green transfiziert. Hierfür wurden zunächst 
zwei Ansätze pipettiert. Der erste Ansatz (A) enthielt den Transfektionsindikator 
siGLO Green (20 nM – 50 nM) 
+ 
Serum- und antibiotikafreies 
Medium 
0,1 µl – 0,6 µl DF1 
+ 
Serum- und antibiotikafreies 
Medium 
A B 
Gut resuspendieren 
und 5 min bei 
Raumtemperatur 
inkubieren 
20 min bei RT inkubieren 
A und B 
vermischen 
Mit DMEM-0,2% FKS auf gewünschtes 
Volumen auffüllen 
Transfektion der Zellen 
24 h bei 37°C und 5% CO 2 
inkubieren 
Transfektionsnachweis über 
Fluoreszenzmikroskopie 
Abbildung 2-1: Graphische Darstellung der Transfektion mit dem Transfektionspuffer siGLO 
Green. 
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siGLO Green in unterschiedlichen Konzentrationen (20-50 nM) und die Zugabe 
desselben Volumens an serum- und antibiotikafreiem Medium. Der zweite Ansatz (B) 
beinhaltete 0,1-0,6 µl des Transfektionspuffers, welcher mit serum- und 
antibiotikafreiem Medium auf ein Gesamtvolumen von 10 µl aufgefüllt wurde. Beide 
Ansätze wurden getrennt voneinander resuspendiert und für 5 min bei 
Raumtemperatur inkubiert. Anschließend erfolgte die Vermengung der Ansätze A 
und B und eine 20-minütige Inkubation bei Raumtemperatur. Danach wurde das 
Transfektionsmedium mit antibiotikafreiem DMEM Medium, welches 0,2% FKS 
(DMEM-0,2% FKS) enthält, auf das gewünschte Volumen aufgefüllt. Nachdem die 
Zellen mit PBS gewaschen wurden, wurden 100 µl des Transfektionsmediums pro 
well der 96-well Platte pipettiert. Die Zellen wurden für 24 h im Brutschrank bei 37°C 
und 5% CO2 inkubiert, bevor die Transfektionseffizienz über Fluoreszenzmikroskopie 
detektiert wurde (Abb. 2-1).  
Der Nachweis der siGLO Green Transfektion wurde mit dem Fluoreszenzmikroskop 
Axiovert 135 (Zeiss, Deutschland) durchgeführt. Mit der Digitalkamera AxioCam 
MRc5 (Zeiss, Deutschland) erfolgte die Aufnahme der Bilder und die anschließende 
Verarbeitung über die AxioVision Software (Zeiss, Deutschland).  
2.5.2. Auswahl der optimalen siRNA aus dem ON-TARGETplus™ SMARTpool® 
für sGCβ1 
Für die Transfektion wurden die ON-TARGETplus® siRNA Produkte von Dharmacon, 
Thermo Scientific verwendet. Die Durchführung von Hypergravitationsversuchen 
erfolgte in 12,5 cm2 Kulturflaschen. Deshalb wurde die Optimierung mit dem ON-
TARGETplus™ SMARTpool® für sGCβ1 nicht in 96-well Platten, sondern in 12,5 cm2 
Kulturflaschen durchgeführt. Der siRNA-sGCβ1 SMARTpool® setzt sich aus vier 
verschiedenen Sequenzen gegen die gewünschte Ziel-mRNA zusammen (Sequenz 
1: UCAUGAACCUGGACGAUUU; Sequenz 2: GGAAAUUGCUGGCCAGGUUUU; 
Sequenz 3: UCAGAUAACAAUAGGGAUAUU; Sequenz 4: 
GGUAGUUACAGGUGUCAUAUU). Zunächst wurden 0,4x106 Zellen pro 
Kulturflasche ausgesät und 6 µl Transfektionspuffer auf ein Gesamtvolumen von 2 ml 
Transfektionsmedium pro Kulturflasche verwendet. Die Transfektion erfolgte, wie 
bereits über die Optimierungsschritte mit siGLO Green ermittelt, mit 50 nM siRNA-
sGCβ1 SMARTpool®. Nach einer 24-stündigen Transfektion erfolgte der Nachweis 
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der Genexpressionshemmung auf mRNA-Ebene über die kalibratornormalisierte, 
effizienzkorrigierte qPCR.  
In einem weiteren Optimierungsschritt wurde die Zellzahl auf 0,2x106 Zellen/12,5 cm2 
Kulturflasche reduziert. Zunächst erfolgte erneut die Transfektion mit 50 nM des 
siRNA SMARTpool® für sGCβ1 und 6 µl DharmaFECT 1. Um eine noch effektivere 
Hemmung der β1-Untereinheit der sGC zu erhalten, wurde die Konzentration des 
siRNA-sGCβ1 SMARTpool® auf 100 nM pro Ansatz erhöht. Zusätzlich erfolgten 
Transfektionen mit ON-TARGETplus siRNA-Cyclophilin B (PPIB) und ON-
TARGETplus Non-targeting siRNA #1. siRNA-PPIB ist eine Positivkontrolle für eine 
vom Hersteller garantierte Hemmung, wohingegen siRNA-Non-targeting (siRNA-Non-
targ.) gemäß Hersteller mindestens vier mismatches zu jedem humanen, murinen 
oder Ratten Gen aufweist und somit nicht zu einer Hemmung führen kann. 
Die Transfektion erfolgte wie bereits in Kapitel 2.5.1. beschrieben (siehe auch 
Durchführungsprotokoll von Dharmacon, Thermo Scientific: 
http://www.dharmacon.com/uploadedFiles/Home/Resources/Protocols/basic-
dharmafect-protocol(1).pdf). Die Genexpressionshemmung wurde über qPCR 
nachgewiesen. Für die Auswertung wurden zwei verschiedene Referenzgene 
verwendet, um das optimalste Gen zur Analyse zu bestimmen. Als Referenzgene für 
die Transfektion mit siRNA-sGCβ1 SMARTpool wurden HPRT1 und GAPDH und für 
die Transfektion mit siRNA-PPIB GAPDH und β-actin eingesetzt. Die ausgewählten 
Referenzgene sind unterschiedlich stark exprimiert und variieren daher in ihren Cp-
Werten (Tabelle. 2-11). 
 
          Tabelle 2-11: Cp-Werte untersuchter Gene 
Untersuchte Gene Cp-Werte 
sGCβ1 20-22 
PPIB 17-18 
HPRT1 19-21 
GAPDH 12-13 
β-actin 12-13 
 
Nach erfolgreicher Optimierung mit dem siRNA-sGCβ1 SMARTpool® wurden die 
Zellen mit den vier einzelnen in dem Pool enthaltenen Sequenzen transfiziert. Die 
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effektivste Transfektion und somit größte Hemmung der sGCβ1 Untereinheit wurde 
mit Sequenz 1 der ON-TARGETplus siRNA (siRNA-sGCβ1) erreicht. Nach 
erfolgreicher Etablierung aller Transfektionsparameter erfolgte die Durchführung der 
Versuche stets nach demselben Schema. Es wurden 0,2x106 nicht-metastasierende 
1F6 Melanomzellen pro 12,5 cm2 Kulturflasche in antibiotikafreiem DMEM-10% FKS 
ausgesät. Nach 24 h erfolgte die Transfektion mit siRNA-sGCβ1 in antibiotikafreies 
DMEM-0,2% FKS. Als Kontrollen wurden Zellen verwendet, welche nur einem 
Mediumwechsel in das Transfektionsmedium, ohne Zugabe von siRNA-sGCβ1, 
unterzogen wurden. Nach 24-stündiger Transfektion erfolgte ein Mediumwechsel in 
antibiotikahaltiges DMEM-10% FKS oder antibiotikahaltiges DMEM mit 0,25% BSA, 
10 mM Hepes und pH 7,4 (DMEM-Hepes). Sollten Hypergravitationsversuche 
durchgeführt werden, wurden die Zellen vor der Zentrifugation 2 h zur Regeneration 
in den Brutschrank platziert. Die Zentrifugation wurde nach 24 h beendet und die 
mRNA- bzw. Proteinexpression über qPCR bzw. durchflußzytometrische Analysen 
bestimmt (Abb. 2-2). Erfolgten hingegen Proliferations- bzw. Zellzyklusanalysen, 
wurden die Proben 12 – 48 h nach 24-stündiger Transfektion und Mediumwechsel in 
das jeweilige Medium über Durchflußzytometrie analysiert (Abb. 2-3). 
 
Aussäen in antibiotikafreies
DMEM-10% FKS
Mediumwechsel/Transfketion
in antibiotikafreies DMEM-
0,2% FKS
Mediumwechsel in DMEM-
10% FKS oder DMEM-
Hepes und 2 h Regeneration 
im Brutschrank
Zentrifugation (5g)
mRNA Bestimmung (qPCR); 
Proteinbestimmung 
(Durchflußzytometrie)
24 h
24 h
2 h
24 h
 
 
Abbildung 2-2: Schema zur Durchführung von 
Hypergravitationsversuchen mit siRNA-sGCβ1 
transfizierten 1F6 Melanomzellen.  
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Aussäen in antibiotikafreies
DMEM-10% FKS
Mediumwechsel/Transfketion
in antibiotikafreies DMEM-
0,2% FKS
Mediumwechsel in DMEM-
10% FKS oder DMEM-
Hepes 
Proliferations- bzw. 
Zellzyklusanalysen über 
Durchflußzytometrie
24 h
24 h
12 - 48 h
 
 
2.6. Morphologie  
Die Zellen wurden routinemäßig vor und nach einem Experiment über ein 
Lichtmikroskop (Axiovert 25, Zeiss, Göttingen, Deutschland) betrachtet, um 
eventuelle morphologische Veränderungen zu erfassen. Am Lichtmikroskop wurde 
zudem eine Digitalkamera (Nikon Coolpix 4500) befestigt, um die mikroskopischen 
Beobachtungen fotographisch festzuhalten. Insbesondere die Untersuchung 
möglicher morphologischer Veränderungen der Zellen nach Transfektion mit siRNA-
sGCβ1 wurde auf diese Weise dokumentiert. 
2.7. Proliferations- und Zellzyklusanalysen 
2.7.1. BrdU Proliferationsanalyse 
5-Brom-2-desoxyuridin (BrdU) ist ein Thymidin-Analogon, welches während der DNA 
Replikation in der S-Phase in die neu synthetisierte DNA eingebaut wird. Über einen 
spezifischen, fluoreszenzmarkierten Antikörper (anti-BrdU) können die in der S-
Phase befindlichen Zellen markiert und über Durchflußzytometrie gemessen werden. 
Die Kultivierung der Zellen erfolgte wie bereits in Abb. 2-3 dargestellt. Die weitere 
Durchführung der BrdU Proliferationsanalyse wurde durchgeführt, wie vom Hersteller 
(http://www.bdbiosciences.com/support/resources/protocols/brdu_detection.jsp) 
Abbildung 2-3: Schema zur Durchführung von 
Proliferations- bzw. Zellzyklusexperimenten mit siRNA-
sGCβ1 transfizierten 1F6 Melanomzellen.  
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empfohlen. Je nach Versuchsaufbau erfolgte die Proliferationsbestimmung 18 h bzw. 
48 h nach 24 h Transfektion und Mediumwechsel in DMEM-10%FKS oder DMEM-
Hepes (Abb. 2-3), wobei 10 µM BrdU 1 h bzw. 12 h vor der durchflußzytometrischen 
Analyse hinzugegeben wurden. Wurden die Zellen für 1 h mit BrdU inkubiert, bauten 
auch nur diejenigen Zellen BrdU in ihre DNA ein, die sich gerade zu diesem 
Zeitpunkt in der S-Phase befanden. Bei einer 12-stündigen Inkubation mit BrdU 
wurden außerdem Zellen markiert, die sich in diesem Moment nicht in der S-Phase 
befanden, sondern erst im Laufe der Zeit in diese eingetreten sind. Nach der 
Inkubation mit BrdU wurden die Zellen mit einem Zellschaber vom Flaschenboden 
gelöst und über Zentrifugation pelletiert. Anschließend erfolgte die tröpfchenweise 
Zugabe von 70% Methanol zum Fixieren und Permeabilisieren der Zellen. Nach 20-
minütiger Fixierung wurden die Zellen mit einem Waschpuffer (PBS mit 0,5% BSA) 
gewaschen. Damit der anti-BrdU Antikörper an das in die DNA interkalierte BrdU 
binden kann, musste diese zunächst aufgewunden werden. Daher wurden die Zellen 
für 20 min bei Raumtemperatur mit 2 M HCl inkubiert. Nach einem Waschschritt 
erfolgte die Zugabe von 0,1 M Na2B4O7 (pH 8,5), um Säurerückstände zu 
neutralisieren. Erst nach erneutem Waschen mit dem Waschpuffer wurde der bereits 
FITC-markierte monoklonale anti-BrdU Antikörper mit einer Konzentration von 0,5 
µg/20 µl in einem Gesamtvolumen von 100 µl auf die Zellen gegeben und für 20 min 
bei Raumtemperatur inkubiert. Neben dem anti-BrdU-Antikörper erfolgte auch die 
Zugabe einer als Negativkontrolle fungierenden Isotypkontrolle. Anschließend 
wurden die Zellen erneut gewaschen, in 300 µl PBS aufgenommen und über 
Durchflußzytometrie analysiert. Die Bestimmung des FITC-markierten anti-BrdU 
Antikörpers erfolgte am Durchflußzytometer über den FL-1 Kanal (515–545 nm). 
2.7.2. Zellzyklusanalyse über Propidiumiodid-Färbung 
Neben der Proliferationsbestimmung über BrdU wurden ebenso Zellzyklusanalysen 
über Propidiumiodid (PI) durchgeführt. PI interkaliert in die DNA und kann daher zur 
Messung des DNA-Gehalts von Zellen verwendet werden. Abb. 2-4 zeigt ein 
charakteristisches Histogramm einer Zellzyklusanalyse. Der DNA-Gehalt in der 
G2/M-Phase ist doppelt so hoch wie in der G1/G0-Phase, da die 
Fluoreszenzintensität proportional mit dem DNA-Gehalt steigt. Der DNA-Gehalt der 
S-Phase liegt zwischen den zwei Extremen. 
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Die Kultivierung der Zellen erfolgte nach dem in Abb. 2-3 dargestellten Schema. Die 
Analyse über Durchflußzytometrie erfolgte 12 h–36 h nach 24-stündiger Transfektion 
und Überführung in DMEM-10% FKS oder DMEM-Hepes. Die Durchführung der 
Zellzyklusbestimmung über PI-Färbung erfolgte wie vom Hersteller empfohlen 
(Kapitel 8 aus „Techniques for Immune Function Analysis“, Application Handbook 
2nd Edition, 2009, BD biosciences, Heidelberg, Deutschland). Die Zellen wurden 
vom Zellboden gelöst, pelletiert und mit 70%-igem Ethanol für 60 min bei 4°C 
permeabilisiert. Nach einem Waschschritt (PBS mit 2% FKS und 0,01% NaN3) wurde 
das Zellpellet bei Raumtemperatur für 15 min mit 200 µl des PI/RNase-Färbe-Puffer 
inkubiert. Da PI neben doppelsträngiger DNA auch in doppelsträngige RNA 
interkalieren kann, muss letztere über einen Ribonuklease (RNase) Verdau eliminiert 
werden. Über den PI/RNase Puffer erfolgte die Entfernung der RNA-Moleküle und 
die Färbung der DNA über PI in einem kombinierten Schritt. Anschließend erfolgte 
die Analyse der Zellzyklusbestimmung über Durchflußzytometrie. 
2.7.2.1. Einstellungen des Durchflußzytometers zur Zellzyklusanalyse  
Die Analyse der PI-markierten DNA erfolgte über den FL-2 Kanal (564-606 nm), da 
das Emissionsmaximum von PI bei 590 nm liegt. Entscheidend bei der 
Zellzyklusanalyse ist das Ausschließen von Zell-Dubletten. Die verwendete 
CellQuest Software (BD biosciences, Heidelberg, Deutschland) hat ein Dubletten-
Diskriminierungs-Modul, mit dem neben der Peak-Höhe (FL-2 H) auch die Breite (FL-
DNA (Fluoreszenzintensität) 
Abbildung 2-4: Charakteristisches Histogramm zur Darstellung des Zellzyklus nach Färbung mit 
PI.  
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2 W) und Fläche (FL-2 A) quantifiziert werden können. So hat z.B. eine Zelle, welche 
sich in der G2-Phase befindet, eine geringere Breite als zwei Zellen, die sich in der 
G1-Phase befinden und gleichzeitig durch den Laser laufen. Über ein Dotplot, auf 
dem die Puls-Breite linear auf der x-Achse und die Puls-Fläche linear auf der y-
Achse aufgetragen werden, können die Zell-Dubletten diskriminiert und ein Gate nur 
um die Singletten gelegt werden. Anschließend erfolgt die Darstellung in einem 
Histogramm mit der linearen Darstellung der FL-2 H auf der Abszisse und der 
relativen Zellzahl auf der Ordinate (Abb. 2-4). 
2.8. Hypergravitation  
2.8.1. Langzeitzentrifugation von Melanomzellen mit unterschiedlichem 
Metastasierungspotential 
Für Untersuchungen unter Hypergravitationsbedingungen wurde die STATEX-
Zentrifuge („STATolithen-Experimente“) verwendet. Diese wurde in der 
Vergangenheit für die Raumfahrtmissionen Spacelab D1 und D2 entwickelt und 
eingesetzt (Neubert et al. 1996).  
 
 
 
 
Experimente mit adhärenten Zellen wurden mit einer modifizierten STATEX-
Zentrifuge durchgeführt (Ivanova et al. 2004; Abb. 2-5). Abb. 2-6 zeigt die auf die 
Kulturflaschen wirkenden Kräftevektoren. 
 
Abbildung 2-5: Modifizierte STATEX-Zentrifuge für Hypergravitationsexperimente mit 
adhärenten Zellen. 
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Vergangene Arbeiten zeigten, dass die Zentrifugation bei 5g über einen Zeitraum von 
24 h den größten Effekt auf den cGMP-Efflux hatte (Ivanova et al. 2004). Daher 
wurden die Experimente der vorliegenden Arbeit bei einer erhöhten Schwerkraft von 
5g durchgeführt. Um die benötigte Zentrifugalbeschleunigung (az) für die erwünschte 
resultierende Beschleunigung (ares.) von 5g zu errechnen, mussten die bereits 
bekannten Größen in Gleichung 2-3 eingesetzt werden. 
 
[ ]22222
. /4981,905,49 smaaa gresz =−=−=   Gl. 2-3 
 
=za   Zentrifugalbeschleunigung 
=ga   Erdbeschleunigung = 9,81 [m/s2] 
=.resa  resultierende Beschleunigung = 5g = 49,05 [m/s2] 
 
Die Umrechnung der Zentrifugalbeschleunigung in die Umdrehungszahl der 
Zentrifuge (rpm) erfolgte über die Winkelgeschwindigkeit (Gl. 2-4), wobei diese über 
die Frequenz [Umdrehungen/Zeiteinheit] definiert wurde. 
 
[ ]22 / smra z ⋅= ω      (Gl. 2-4) 
 
ω = Winkelgeschwindigkeit [rad/s] 
r = Radius [m] 
Abbildung 2-6: Geometrische Darstellung der auf die Kulturflaschen wirkenden Kräftevektoren 
in der Zentrifuge. – Die Kulturflaschen wurden 13,5 cm von der Drehachse der Zentrifuge entfernt 
befestigt. Der Neigungswinkel der Kulturflaschen (α) ist abhängig vom Vektor der aus Zentrifugal (az)- 
und Erdbeschleunigung (g) erfolgt. ares. ist die daraus resultierende Beschleunigung, welche senkrecht 
auf die adhärenten Zellen wirkt (nach Ivanova et al. 2004). 
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Die über diese Berechnungen ermittelte Umdrehungszahl der Zentrifuge betrug bei 
einer ares. von 5g und einem Radius von 13,5 cm 180 Umdrehungen/min. Die 
Zentrifugation erfolgte in einem Brutschrank bei 37°C. 
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3. Ergebnisse 
3.1. Hemmung der Genexpression der sGCβ1 Untereinheit in nicht-
metastasierenden 1F6 Melanomzellen mittels RNA-Interferenz 
Hypergravitation bewirkt sowohl in NO-stimulierten als auch nicht-stimulierten 
normalen humanen Melanozyten (NHM) und nicht-metastasierenden Melanomzellen 
in Anwesenheit der PDE-Inhibitoren IBMX und Trequinsin (TQ) einen erhöhten 
cGMP-Efflux. Dieser Effekt konnte jedoch nicht in hoch-metastasierenden 
Melanomzellen nachgewiesen werden (Ivanova et al. 2004, Stieber et al. 2005). Der 
beobachtete Auswärtstransport von cGMP erfolgt über MRP4 und 5, welche selektive 
Transporter zyklischer Nukleotide darstellen (Lambers 2009). Aufgrund dieser 
Ergebnisse wurde in der vorliegenden Arbeit der Einfluss der sGC auf die 
hypergravitationsinduzierte Expression von MRP4 und 5 in der nicht-
metastasierenden 1F6 Melanomzelllinie untersucht. Hierfür wurde die β1-Untereinheit 
der sGC über siRNA-Transfektion gehemmt.  
3.1.1. Methodenoptimierung 
Um die β1-Untereinheit der sGC in nicht-metastasierenden 1F6 Melanomzellen 
erfolgreich zu hemmen, musste die Methode zunächst standardisiert werden. Die 
Optimierung der Parameter (optimale Zellzahl, Volumen des Transfektionspuffers 
und Konzentration des Indikators) erfolgte anfangs über den grün-fluoreszierenden 
Transfektionsindikator siGLO Green. Erst nach einer gelungenen Einstellung der 
Parameter wurde die Transfektion mit der gewünschten siRNA, welche zuvor aus 
einem Pool von vier möglichen Sequenzen ermittelt worden war, durchgeführt. 
3.1.1.1. Optimierung der Transfektionsparameter über den siGLO Green 
Transfektionsindikator  
Um die verschiedenen Parameter für eine erfolgreiche Transfektion mit siRNA 
einzustellen, wurden unterschiedliche Zellzahlen (2,5x103, 5x103, 10x103 und 
20x103) der nicht-metastasierenden 1F6 Melanomzelllinie auf eine 96-well Platte 
ausgesät und mit differenten Konzentrationen von siGLO Green (10 nM – 50 nM) und 
Transfektionspuffer (0,1 µl – 0,6 µl) in einem Gesamtvolumen von 100 µl/well für 24 h 
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transfiziert (siehe http://www.dharmacon.com/uploadedFiles/Home/Resources/ 
Protocols/basic-dharmafect-protocol(1).pdf). Bei einer Transfektionseffizienz von ca. 
60% wurde die DNA mit Hoechst 33342 markiert, um eine unspezifische 
Akkumulation des Transfektionsindikators an die äußere Zellmembran 
auszuschließen. Die in Abb. 3-1 dargestellten licht- und fluoreszenzmikroskopischen 
Bilder zeigen repräsentativ Transfektionen unterschiedlicher Effektivität.  
Bei einer Transfektion von 10x103 Zellen mit 40 nM siGLO Green und 0,3 µl 
Transfektionspuffer/well einer 96-well Platte konnte keine gute Transfektion erreicht 
werden (Abb. 3-1 A-C). Es sind nur vereinzelt grün gefärbte Zellen und vielmehr 
unspezifische grüne Färbungen, welche nicht für eine positive Transfektion sprechen, 
auszumachen. Demnach erfolgte keine effiziente Aufnahme des 
Transfektionsindikators in die Zellen.  
Wurden 5x103 Zellen mit 30 nM Transfektionsindikator und 0,4 µl 
Transfektionspuffer/well einer 96-well Platte transfiziert, konnte eine mäßig effiziente 
Transfektion beobachtet werden. Das in Abb. 3-1 E dargestellte Bild zeigt mehr 
spezifische Färbungen als in Abb. 3-1 B zu sehen waren. Im überlagerten Bild (Abb. 
3-1 F) sieht man, dass mehr Zellen spezifisch grün angefärbt sind als es in Abb. 3-1 
C der Fall war.  
Eine optimale Transfektionseffizienz wurde erreicht, wenn 5x103 Zellen mit 50 nM 
siGLO Green und 0,6 µl Transfektionspuffer transfiziert wurden (Abb. 3-1 G-J). Im 
Vergleich zu den weniger effektiven Transfektionen waren hier deutlich grün-
fluoreszierende Zellen und Zellkerne auszumachen (Abb. 3-1 H). Über Hoechst 
33342 wurde die im Zellkern enthaltene DNA gefärbt (Abb. 3-1 I). Eine Überlagerung 
(Abb. 3-1 J) des lichtmikroskopischen (Abb. 3-1 G) und der 
fluoreszenzmikroskopischen Bilder (Abb. 3-1 H und I) zeigt, dass die grünen 
Färbungen mit der blau gefärbten DNA übereinstimmen, d.h. die Transfektion mit 
siGLO Green ist erfolgreich verlaufen und die Moleküle befinden sich innerhalb der 
Zelle, statt lediglich unspezifisch von außen an der Zellmembran zu akkumulieren.  
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3.1.1.2. Transfektionsoptimierung mit dem ON-TARGETplus™ SMARTpool für 
sGCβ1 
Nachdem die Optimierungsparameter zunächst über siGLO Green ermittelt wurden, 
erfolgte die Transfektion der nicht-metastasierenden 1F6 Melanomzelllinie mit dem 
ON-TARGETplus™ SMARTpool. Da Kulturflaschen mit einer Wachstumsfläche von 
12,5 cm2 optimal für die Durchführung von Hypergravitationsversuchen geeignet sind, 
musste die Transfektion mit siRNA-sGCβ1 für diese Größe eingestellt werden. Hierfür 
mussten zunächst erneut die Zellzahl (0,2x106 und 0,4x106) und die Konzentration 
des ON-TARGETplus™ SMARTpool (50 nM und 100 nM) bestimmt werden. Die 
Transfektion erfolgte nochmals für 24 h mit 6 µl Transfektionspuffer in einem 
Transfektionsvolumen von 2 ml. Die Genexpressionshemmung auf mRNA-Ebene 
D E F 
Abbildung 3-1: Darstellung der Transfektionsoptimierung mit 
dem siGLO Green Transfektionsindikator in nicht-
metastasierenden 1F6 Melanomzellen. – Abgebildet sind 
lichtmikroskopische (A, D, G), fluoreszenzmikroskopische (B, E, H, I) 
und überlagerte licht- und fluoreszenzmikroskopische Bilder (C, F, J) 
einer schlecht (A-C), mäßig (D-F) und optimal (G-J) verlaufenden 
Transfektion. DF, DharmaFect Transfektionspuffer 
G H I 
J 
A B C 
10x103 Zellen 
40 nM siGLO 
0,3 µl DF 
 5 x103 Zellen 
30 nM siGLO 
0,4 µl DF 
 5 x103 Zellen 
50 nM siGLO 
0,6 µl DF 
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wurde über die kalibratornormalisierte, effizienzkorrigierte qPCR bestimmt und im 
Vergleich zu nicht-transfizierten Kontrollzellen betrachtet. Als Referenzgene wurden 
sowohl HPRT1 als auch GAPDH verwendet, um das für die Auswertung passende 
Gen zu ermitteln. 
Die Genexpressionshemmung bei einer Transfektion von 0,4x106 Zellen mit 50 nM 
des siRNA-sGCβ1 ON-TARGETplus™ SMARTpool betrug 45% gegenüber dem 
Referenzgen HPRT1 und 52% gegenüber GAPDH (Abb. 3-2). Aufgrund der geringen 
Transfektionseffizienz und einer zu hohen Zelldichte bei 0,4x106 Zellen wurde die 
ausgesäte Zellzahl für die Transfektion weiterhin optimiert. 
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In einem weiteren Optimierungsversuch wurden 0,2x106 Zellen/12,5cm2 Kulturflasche 
ausgesät und mit 50 nM siRNA-sGCβ1 ON-TARGETplus™ SMARTpool transfiziert. 
Erneut erfolgte die Normierung der ermittelten Werte gegen zwei unterschiedliche 
Referenzgene. Die Auswertung gegen HPRT1 zeigte eine Hemmung der sGCβ1 
Genexpression von 59% und gegen GAPDH von 63% (Abb. 3-3). Im Vergleich zu 
Abb. 3-2 wurde durch die Optimierung der Zellzahl eine effektivere Hemmung der 
sGCβ1 Genexpression erreicht. 
 
Abbildung 3-2: Hemmung der sGCβ1 mRNA-Expression mit 
dem siRNA-sGCβ1 SMARTpool. – Darstellung der 
Transfektionseffizienz von 0,4x106 1F6 Melanomzellen bei 
Anwesenheit von 50 nM siRNA-sGCβ1 ON-TARGETplus™ 
SMARTpool. Die Ergebnisse setzen sich aus einem Versuch 
mit jeweils Triplikaten zusammen. 
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Um die Transfektionsparameter über eine Positivkontrolle zu verifizieren, erfolgte die 
Transfektion von 0,2x106 Zellen mit 50 nM siRNA-PPIB. Da HPRT1 (Cp-Wert: ca. 21) 
schwächer exprimiert wird als PPIB (Cp-Wert: ca. 17), wurden als Referenzgene für 
die qPCR Bestimmung GAPDH und β-actin eingesetzt. Diese sind stark exprimierte 
Gene, welche einen Cp-Wert von ca. 13 haben und somit deutlich stärker exprimiert 
werden als HPRT1. Abb. 3-4 zeigt eine Hemmung der PPIB Genexpression von 68% 
(gegen β-actin) bzw. 70% (gegen GAPDH) im Vergleich zu nicht-transfizierten 
Kontrollzellen. Des Weiteren erfolgten Transfektionen mit siRNA-Non-targ. als 
Negativkontrolle. Wie in Abb. 3-4 zu sehen ist, wurde die mRNA-Expression von 
PPIB nach Transfektion mit der Non-targ. siRNA, sowohl mit β-actin als auch mit 
GAPDH als Referenzgen, nicht gehemmt. Die über siRNA-PPIB erhaltene Hemmung 
der PPIB ist demnach spezifisch. 
 
Abbildung 3-3: Zellzahloptimierung zur Hemmung der 
sGCβ1 mRNA-Expression der nicht-metastasierenden 1F6 
Melanomzelllinie. – Prozentuale Darstellung der sGCβ1 
mRNA-Expressionshemmung nach Transfektion von 0,2x106 
Zellen mit 50 nM siRNA-sGCβ1 ON-TARGETplus™ 
SMARTpool. Die erhaltenen Ergebnisse resultieren aus einem 
Versuch, welcher in Triplikaten ausgeführt wurde. 
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Um eine noch effizientere Transfektion zu erhalten, wurde nach erfolgreicher 
Einstellung der Zellzahl die Konzentration der siRNA-sGCβ1 des ON-TARGETplus™ 
SMARTpools optimiert. Hierfür wurden 0,2x106 nicht-metastasierende 1F6 
Melanomzellen mit 100 nM des siRNA-sGCβ1 SMARTpool transfiziert. Eine erneute 
Verbesserung der Transfektionseffizienz zeigt Abb. 3-5. Hier stieg die Hemmung der 
sGCβ1 auf mRNA-Ebene auf 68% (gegen HPRT1) bzw. 64% (gegen GAPDH) an.  
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Abbildung 3-5: Optimierung der 
Transfektionskonzentration des siRNA-sGCβ1 ON-
TARGETplus™ SMARTpools. – Die Transfektion von 0,2x106 
nicht-metastasierenden 1F6 Melanomzellen wurde in 
Anwesenheit von 100 nM siRNA-sGCβ1 ON-TARGETplus™ 
SMARTpool durchgeführt. Die Ergebnisse setzen sich aus 
einem Versuch und jeweils Triplikaten zusammen. 
Abbildung 3-4: Hemmung der mRNA-Expression von PPIB nach Transfektion mit siRNA-PPIB 
und siRNA-Non-targ. – Die Transfektion von 0,2x106 Zellen erfolgte mit 50 nM siRNA-PPIB bzw. 
siRNA-Non-targ. Die erhaltenen Ergebnisse beruhen auf einem Versuch, welcher in Triplikaten 
durchgeführt wurde. 
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Um die für eine effiziente Transfektion erhaltenen Parameter als richtig zu bestätigen, 
wurden nicht-metastasierende 1F6 Melanomzellen erneut mit siRNA-PPIB und 
siRNA-Non-targ. transfiziert. Wie in Abb. 3-6 gezeigt, stieg bei einer Transfektion mit 
100 nM siRNA-PPIB die Hemmung der PPIB Expression auf mRNA Ebene auf 76% 
(gegen β-actin und GAPDH) im Vergleich zu nicht-transfizierten Zellen an. Erfolgte 
die Transfektion mit siRNA-Non-targ. konnte hingegen keine PPIB-Hemmung auf 
mRNA Ebene nachgwiesen werden. 
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Aufgrund der in diesem Kapitel erläuterten Optimierungsschritte konnte eine effektive 
Transfektion mit 100 nM siRNA-sGCβ1 des ON-TARGETplus™ SMARTpools und 
0,2x106 1F6 Melanomzellen/12,5 cm2 Kulturflasche erreicht werden. Diese 
Ergebnisse wurden durch siRNA-PPIB und siRNA-Non-targ. Kontrollzellen, welche 
unter gleichen experimentellen Bedingungen kultiviert wurden, bestätigt. 
 
Abbildung 3-6: Genexpressionshemmung von PPIB nach Transfektion mit siRNA-PPIB und 
siRNA-Non-targ. – Die Transfektion von 0,2x106 Zellen erfolgte mit 100 nM siRNA-PPIB bzw. siRNA-
Non-targ. Die erhaltenen Ergebnisse beruhen auf einem Versuch, welcher in Triplikaten durchgeführt 
wurde. 
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3.1.1.3. Auswahl der effektivsten siRNA Sequenz für sGCβ1 aus dem ON-
TARGETplus™ SMARTpool 
Nachdem die Transfektion mit dem siRNA-sGCβ1 ON-TARGETplus™ SMARTpool 
erfolgreich optimiert wurde, erfolgte die Transfektion von nicht-metastasierenden 1F6 
Melanomzellen jeweils mit den vier einzelnen Sequenzen des siRNA-sGCβ1 
SMARTpool, um die Sequenz für die effektivste Transfektion zu bestimmen. Die 
Transfektion wurde mit den in Abschnitt 3.1.1.2 ermittelten Parametern (0,2x106 
Zellen/12,5 cm2 Kulturflasche, 100 nM siRNA-sGCβ1, 6µl Transfektionspuffer und 2 
ml Transfektionsvolumen) durchgeführt. Die prozentuale Hemmung der sGCβ1 
mRNA Expression wurde stets im Vergleich zu nicht-transfizierten Kontrollzellen 
normiert. 
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Abb. 3-7 kann eine wenig effektive Transfektion mit den Sequenzen 2 (32,97 ± 
13,28% gegen HPRT1 bzw. 61,47 ± 5,66% gegen GAPDH) und 3 (6,77 ± 0,24% 
gegen HPRT1 bzw. 39,05 ± 10,16% gegen GAPDH) entnommen werden. Die 
Abbildung 3-7: Auswahl der für die Transfektion von 1F6 Melanomzellen effektivsten Sequenz 
aus dem ON-TARGETplus™ SMARTpool. – Die Transfektion von 0,2x106 Zellen erfolgte mit je 100 
nM der vier unterschiedlichen im siRNA-sGCβ1 ON-TARGETplus™ SMARTpool enthaltenen 
Sequenzen. Die Ergebnisse setzen sich aus jeweils zwei unabhängigen Versuchen mit je Duplikaten 
bis Triplikaten zusammen. 
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Sequenzen 1 und 4 waren hingegen deutlich effektiver. Für Sequenz 1 konnte eine 
Hemmung der sGCβ1-Expression von 78,09 ± 1,43% gegen HPRT1 bzw. 74,0 ± 
9,9% gegen GAPDH nachgewiesen werden. Die Hemmung für Sequenz 4 betrug 
60,85 ± 3,32% gegen HPRT1 bzw. 71,46 ± 3,90 gegen GAPDH.  
Die Auswertung über qPCR erfolgte in den folgenden Experimenten mit HPRT1 als 
Referenzgen, da es mit einem Cp-Wert von ca. 21 mit dem Cp-Wert von sGCβ1 (Cp-
Wert: ca. 21) übereinstimmt. GAPDH hingegen wird deutlich stärker exprimiert. Dies 
könnte auch die höheren Standardabweichungen (STABW) bei der Auswertung mit 
GAPDH, welche bei einem Fehler von 5-26% lagen, erklären. Bei der Auswertung mit 
HPRT1 war der Fehler mit Werten zwischen 1% und 5% deutlich kleiner. Für alle 
nachfolgenden Versuche wurden aufgrund der optimalen Transfektionseffizienz 
0,2x106 1F6 Melanomzellen pro 12,5 cm2 Kulturflasche mit 100 nM siRNA-sGCβ1 der 
Sequenz 1 und 6 µl Transfektionspuffer für 24 h transfiziert. 
3.1.2. Charakterisierung der nicht-metastasierenden 1F6 Melanomzelllinie nach 
Transfektion mit siRNA-sGCβ1 
3.1.2.1. Morphologie 
Um mögliche morphologische Unterschiede zwischen nicht-metastasierenden 1F6 
Melanomzellen und siRNA-sGCβ1 transfizierten 1F6 Melanomzellen (1F6-siRNA-
sGCβ1) auszumachen, wurden die Zellen lichtmikroskopisch betrachtet. Zusätzlich 
wurden Transfektionen mit positiven (siRNA-PPIB) und negativen (siRNA-Non-targ.) 
Kontrollzellen durchgeführt, um auszuschließen, dass eventuelle Veränderungen 
nicht speziell auf die Hemmung der β1-Untereinheit zurückzuführen sind. 
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Die Transfektion der Zellen erfolgte wie in Abschnitt 3.1.1.3 beschrieben. Die nicht-
transfizierten Kontrollzellen wurden bei gleichen Umgebungsbedingungen, jedoch 
ohne Zugabe von siRNA, kultiviert. Die in Abb. 3-8 A-D dargestellten Bilder zeigen 
sowohl die nicht-transfizierte (A) als auch die siRNA-sGCβ1 (B)/PPIB (C)/Non-targ. 
(D) transfizierten Zellen. Die abgebildeten Zellen weisen die charakteristischen 
langen, klar abgegrenzten Fortsätze auf. Eine morphologische Veränderung nach 
Transfektion von nicht-metastasierenden 1F6 Melanomzellen konnte demnach nicht 
beobachtet werden.  
3.1.2.2. Zellzyklusanalysen über Propidiumiodid-Färbung 
Zur Untersuchung, ob die Transfektion von nicht-metastasierenden 1F6 
Melanomzellen mit siRNA-sGCβ1 Auswirkungen auf den Zellzyklus hat, wurden 
Zellzyklusversuche über DNA-Färbungen mit PI durchgeführt. Der Versuchsaufbau 
erfolgte wie im Schema der Abb. 2-3 bereits beschrieben.  
Zunächst wurde eine Kinetik über 12 h, 18 h, 24 h und 36 h nach Überführung der 
nicht-transfizierten 1F6 Melanomzellen in DMEM-10% FKS bzw. DMEM-Hepes 
Medium durchgeführt. Die verwendeten nicht-transfizierten 1F6 Melanomzellen 
wurden bei gleichen Bedingungen kultiviert wie 1F6-siRNA-sGCβ1 Zellen 
(ausgenommen der Zugabe von siRNA-sGCβ1). Erfolgte die durchflußzytometrische 
Messung 12 h nach der Überführung in DMEM-10% FKS, befanden sich 16,73 ± 
0,18% der Zellen in der S-G2/M-Phase. Mit 16,23 ± 0,14% waren 12 h nach einem 
Wechsel in DMEM-Hepes ebenso viele Zellen in der S-G2/M-Phase (Abb. 3-9). Die 
Unterschiede zwischen den Medien DMEM-10% FKS und DMEM-Hepes waren nach 
C D
Abbildung 3-8: Lichtmikroskopische Aufnahmen nicht-metastasierender 1F6 Melanomzellen 
nach siRNA Transfektion. – Dargestellt sind nicht-transfizierte Zellen (A), 1F6-siRNA-sGCβ1 Zellen 
(B), siRNA-PPIB transfizierte Zellen (C) als positive Kontrolle und siRNA-Non-targ. transfizierte Zellen 
(D) als negative Kontrolle. 
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18 h (46,58 ± 1,0% und 27,40 ± 1,11%) bzw. 24 h (48,09 ± 0,91% und 26,82 ± 
0,98%) hingegen deutlich zu erkennen (Abb. 3-9). Allerdings konnte für beide Medien 
bei 18 h und 24 h eine Sättigung beobachtet werden, was auf eine geringe 
Veränderung der S-G2/M-Phase hindeutet. Nach 36 h befanden sich bei DMEM-10% 
FKS dagegen weniger Zellen (30,40 ± 0,96%) in der S-G2/M-Phase, als dies noch 
bei 18 h bzw. 24 h der Fall war. Bei Zellen die in DMEM-Hepes überführt wurden, 
stieg die Anzahl der sich in der S-G2/M-Phase befindenden Zellen nach 36 h jedoch 
auf 35,21 ± 0,89% an (Abb. 3-9). Da es sich bei DMEM-Hepes um ein serumfreies 
Medium handelt, durchlaufen die Zellen den Zellzyklus langsamer als Zellen in 
DMEM-10% FKS Medium. Während Zellen in DMEM-10% FKS Medium nach 36 h 
die S-G2/M-Phase bereits verlassen, steigt die Zahl der sich in der S-G2/M-Phase 
befindenden Zellen, welche in DMEM-Hepes Medium kultiviert wurden, im Vergleich 
zu 18 h bzw. 24 h erneut an. 
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Abb. 3-10 zeigt repräsentative Histogramme der kinetischen Zellzyklusanalyse von 
nicht-transfizierten 1F6 Melanomzellen nach Überführung in DMEM-10% FKS 
Medium (Abb. 3-9). Die DNA-Menge verdoppelt sich in der G2/M-Phase im Vergleich 
Abbildung 3-9: Kinetische Darstellung der Zellzyklusanalyse von nicht-transfizierten Zellen in 
DMEM-10% FKS und DMEM-Hepes Medium über PI-Färbung. – Abgebildet ist die S-G2/M-Phase 
(in %) 12 h, 18 h, 24 h und 36 h nach Mediumwechsel in DMEM-10% FKS oder DMEM-Hepes. Die 
Ergebnisse stammen aus vier unabhängigen Versuchen, welche jeweils aus Tri-bzw. Quadruplikaten 
bestehen. 
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zur G1/G0-Phase. Die S-Phase liegt mit ihrem DNA-Gehalt zwischen den beiden 
anderen Phasen.  
 
  
  
 
 
 
 
Die in Abb. 3-11 gezeigten Histogramme zeigen repräsentative Daten der kinetischen 
Untersuchungen (12 h, 18 h, 24 h und 36 h nach Überführung in DMEM-Hepes 
Medium; Abb. 3-9) an nicht-transfizierten 1F6 Melanomzellen.  
 
Abbildung 3-10: Histogramme der kinetischen Zellzyklusanalyse von nicht-transfizierten 1F6 
Melanomzellen über PI-Färbung in DMEM-10% FKS Medium. – Die abgebildeten Histogramme 
zeigen die prozentuale Anzahl der sich in der S-G2/M-Phase befindlichen Zellen. Die Messung 
erfolgte 12 h (A), 18 h (B), 24 h (C) und 36 h (D) nach Tauschen des Kulturmediums in DMEM-10% 
FKS. 
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Um des Weiteren den Einfluss einer Transfektion mit siRNA-sGCβ1 auf den 
Zellzyklus bei nicht-metastasierenden 1F6 Melanomzellen zu untersuchen, wurden 
Zellzyklusbestimmungen in 1F6-siRNA-sGCβ1 Zellen durchgeführt. Die Kultivierung 
erfolgte erneut wie bereits in diesem Kapitel beschrieben über das in Abb. 2-3 
dargestellte Schema. Die durchflußzytometrische Messung wurde 24 h nach der 
Überführung der Zellen in DMEM-Hepes Medium ausgeführt. Bei nicht-transfizierten 
1F6 Melanomzellen befanden sich unter diesen Bedingungen 37,44 ± 0,47% (Abb. 3-
12) und bei 1F6-siRNA-sGCβ1 Zellen 36,67 ± 0,25% der Zellen in der S-G2/M-Phase 
(Abb. 3-12). Wurden die Zellen mit siRNA-Non-targ. als negative Kontrolle 
transfiziert, befanden sich 34,10 ± 0,37% der Zellen in der S-G2/M-Phase (Abb. 3-
12). Den Daten kann entnommen werden, dass es keine den Zellzyklus betreffenden 
C D 
A B 
Abbildung 3-11: Histogramme der kinetischen Zellzyklusanalyse von nicht-transfizierten, nicht-
metastasierenden 1F6 Melanomzellen über PI-Färbung in DMEM-Hepes Medium. – Die 
abgebildeten Histogramme zeigen die prozentuale Anzahl der sich in der S-G2/M-Phase befindlichen 
Zellen. Die Messung erfolgte 12 h (A), 18 h (B), 24 h (C) und 36 h (D) nach Tauschen des 
Kulturmediums in DMEM-Hepes. 
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Unterschiede zwischen der nicht-metastasierenden 1F6 Melanomzelllinie und 1F6-
siRNA-sGCβ1 Zellen gibt. 
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Abb. 3-13 zeigt repräsentative Histogramme der im Balkendiagramm (Abb. 3-12) 
zusammengefassten Werte. Zu erkennen sind deutlich die G1/G0-Phase, die G2/M-
Phase und die dazwischen liegende S-Phase. Wie bereits Abb. 3-12 entnommen 
werden kann, befindet sich die gleiche prozentuale Anzahl an transfizierten und 
nicht-transfizierten Zellen in der S-G2/M-Phase. 
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Abbildung 3-12: Darstellung der prozentualen Anzahl der sich in der S-G2/M-Phase 
befindlichen nicht-transfizierten / transfizierten 1F6 Melanomzellen 24 h nach Wechsel in 
DMEM-Hepes Medium. Neben der Transfektion mit siRNA-sGCβ1 wurden die Zellen des Weiteren 
mit siRNA-Non-targ als negative Kontrolle versetzt. Kontrolle: nicht-transfizierte 1F6 Melanomzellen. 
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Die Abbildungen 3-9 bis 3-13 zeigen zusammenfassend keine Änderung der 
Zellzykluseigenschaften von nicht-metastasierenden 1F6 Melanomzellen im 
Vergleich zu 1F6-siRNA-sGCβ1 Zellen. Unter den in Kapitel 3.1.2.2. beschriebenen 
Bedingungen konnte lediglich eine zeit- und mediumabhängige Veränderung des 
Zellzyklus nachgewiesen werden. 
3.1.2.3. Durchflußzytometrische BrdU-Proliferationsanalysen 
Um zu überprüfen, ob die Transfektion mit siRNA-sGCβ1 eine Auswirkung auf die 
Proliferation hat, wurden Proliferationsanalysen mit BrdU durchgeführt. Die Analyse 
über Durchflußzytometrie erfolgte zeitabhängig 18 h, 24 h und 48 h nach 
Transfektion und Mediumwechsel in DMEM-10% FKS oder DMEM-Hepes. Die 
Inkubationszeit mit BrdU variierte je nach Versuchsaufbau zwischen 1 h und 12 h 
(Abb. 2-3). 
Zunächst wurde die Proliferation bei nicht-transfizierten 1F6 Melanomzellen 
untersucht, welche zu gleichen Bedingungen kultiviert wurden wie transfizierte 1F6 
Melanomzellen. Die übrige Kultivierung folgte dem in Abb. 2-3 dargestellten Schema, 
wobei 18 bzw. 24 h nach dem Überführen der Zellen in DMEM-10% FKS Medium 
und 12 h Inkubation mit 10 µM BrdU die Proliferation über Durchflußzytometrie 
bestimmt wurde. Messungen nach 18 h ergaben, dass sich 60,92 ± 1,13% und 24 h 
danach 57,89 ± 2,10% der Zellen in der S-Phase befanden. Unabhängig davon, ob 
C 
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Abbildung 3-13: Darstellung repräsentativer Histogramme der Zellzyklusbestimmung nach PI 
Färbung von 1F6 Melanomzellen und 1F6-siRNA-sGCβ1 Zellen in DMEM-Hepes Medium. – Die 
Messung erfolgte 24 h nach dem Mediumwechsel in DMEM-Hepes. (A) nicht-transfizierte 1F6 
Melanomzellen, (B) 1F6-siRNA-sGCβ1 Zellen und (C) 1F6-siRNA-Non-targ. Kontrollzellen. Kontrolle: 
nicht-transfizierte 1F6 Melanomzellen. 
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die Messung nach 18 h oder 24 h erfolgte, konnte kein Unterschied in der 
Proliferation bestimmt werden (Abb. 3-14). Wie bereits in Abb. 3-9 dargestellt, konnte 
auch über die BrdU-Proliferationsanalyse die Sättigung zwischen 18 h und 24 h 
nachgewiesen werden. Aufgrund dessen wurde in den weiteren Versuchen entweder 
der 18 h oder der 24 h Zeitpunkt als Messpunkt ausgewählt.  
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In weiteren Versuchen erfolgte die Proliferationsbestimmung von nicht-
metastasierenden 1F6 Melanomzellen und 1F6-siRNA-sGCβ1 Zellen 24 h bzw. 48 h 
nach Überführung der Zellen in DMEM-Hepes Medium, welches auch für 
Zentrifugationsversuche verwendet wurde (siehe Kapitel 2.2.2). Die Inkubationszeit 
mit BrdU betrug, wie in vorherigen Versuchen, 12 h. Zu sehen ist, dass die Anzahl an 
nicht-transfizierten 1F6 Melanomzellen, welche sich in der S-Phase befanden, nach 
48 h mit 45,00 ± 2,33% deutlich höher war, als nur 24 h danach mit 30,40 ± 0,44% 
(Abb. 3-15). Auch bei 1F6-siRNA-sGCβ1 Zellen befinden sich 48 h nach Wechsel des 
Kulturmediums in DMEM-Hepes 42,64 ± 1,22% und nach 24 h 30,32 ± 1,88% der 
Zellen in der S-Phase. Demnach ist kein Unterschied zwischen nicht-transfizierten 
1F6 Melanomzellen und 1F6-siRNA-sGCβ1 Zellen zu beobachten.  
Abbildung 3-14: BrdU-Proliferationsanalyse (10 µM für 12 h) von nicht-transfizierten, nicht-
metastasierenden 1F6 Melanomzellen in DMEM-10%-FKS Medium. – Die durchflußzytometrische 
Messung der Proliferation erfolgte 18 h bzw. 24 h nach Mediumwechsel in DMEM-10% FKS. Die 
Ergebnisse setzen sich aus vier unabhängigen Versuchen mit jeweils Tri-bis Quadruplikaten 
zusammen. 
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Abb. 3-16 zeigt vier repräsentative Histogramme der in Abb. 3-15 
zusammengefassten Werte. Der markierte Peak zeigt die S-Phase, in der die 
Replikation der DNA stattfindet. Wie bereits in Abb. 3-15 beschrieben, ist kein 
Unterschied zwischen transfizierten und nicht-transfizierten Zellen zu den jeweiligen 
gemessenen Zeitpunkten erkennbar (Abb. 3-16 A-D). 
 
  
Abbildung 3-15: BrdU Proliferationsbestimmung (10 µM für 12 h) von nicht-transfizierten 1F6 
und 1F6-siRNA-sGCβ1 Zellen in DMEM-Hepes Medium. – Die Anzahl der in der S-Phase 
befindlichen Zellen wurde 24 h bzw. 48 h nach Überführung der Zellen in DMEM-Hepes Medium 
bestimmt. Die Ergebnisse setzen sich aus vier unabhängigen Versuchen mit jeweils Tri-bis 
Quadruplikaten zusammen. 
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Zur weiteren Untersuchung der zeitabhängigen Änderung der Proliferation 
transfizierter und nicht-transfizierter Melanomzellen in Abhängigkeit vom 
verwendeten Medium wurden ferner durchflußzytometrische Versuche 18 h, 36 h und 
48 h nach Transfektion und Wechsel in DMEM-10% FKS Medium durchgeführt. Im 
Gegensatz zu den bereits erläuterten Messungen wurden die Zellen für 1 h mit 10 
µM BrdU inkubiert. Demnach erfolgte der Einbau von BrdU nur in Zellen, die sich zu 
diesem Zeitpunkt in der S-Phase befanden. Abb. 3-17 zeigt die drei verschiedenen 
Zeitpunkte und die prozentuale Anzahl der in der S-Phase befindlichen Zellen. Von 
den 18 h nach Überführung in DMEM-10% FKS gemessenen nicht-transfizierten 1F6 
Melanomzellen befanden sich 34,20 ± 1,96% und von den 1F6-siRNA-sGCβ1 Zellen 
36,37 ± 1,63% in der S-Phase (Abb. 3-17). Weiterhin konnte kein Unterschied in der 
Proliferationsrate 36 h (25,24 ± 0,51% für 1F6 Melanomzellen und 24,47 ± 0,53% für 
1F6-siRNA-sGCβ1 Zellen) und 48 h (26,31 ± 0,43% für 1F6 Melanomzellen und 
26,87 ± 0,32 für 1F6-siRNA-sGCβ1 Zellen) nach Mediumwechsel nachgewiesen 
werden (Abb. 3-17). Ein Unterschied zwischen transfizierten und nicht-transfizierten 
1F6 Melanomzellen im Proliferationsverhalten war während der drei gemessenen 
Zeitpunkte folglich nicht erkennbar. Jedoch nahm die Anzahl der sich in der S-Phase 
befindenden Zellen nach 36 h bzw. 48 h im Vergleich zu 18 h sowohl für transfizierte, 
als auch nicht-transfizierte Zellen ab. 
Abbildung 3-16: Darstellung der zeitabhängigen BrdU-Proliferationsanalyse (10 µM für 12 h) bei 
nicht-transfizierten 1F6 Melanomzellen und 1F6-siRNA-sGCβ1 Zellen in DMEM-Hepes Medium. 
– Abgebildet sind repräsentative Histogramme von nicht-transfizierten 1F6 Melanomzellen 24 h (A) 
und 48 h (C) und von 1F6-siRNA-sGCβ1 Zellen 24 h (B) bzw. 48 h (D) nach Überführung der Zellen in 
DMEM-Hepes. Kontrolle: nicht-transfizierte 1F6 Melanomzellen. 
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Abb. 3-18 A-F zeigt repräsentative Histogramme für die in Abb. 3-17 
zusammengefassten Werte. 
 
      
Abbildung 3-17: BrdU Proliferationsanalyse (10 µM BrdU für 1h) von transfizierten und nicht-
transfizierten 1F6 Melanomzellen in DMEM-10% FKS Medium. – Die durchflußzytometrische 
Bestimmung der Proliferation fand 18 h, 36 h und 48 h nach Wechsel in DMEM-10% FKS Medium 
statt. Die Ergebnisse stammen aus vier unabhängigen Versuchen, welche jeweils aus Tri-bzw. 
Quadruplikaten bestehen. 
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Durch die in den Kapiteln 3.1.2.2. und 3.1.2.3. durchgeführten Versuche konnte 
gezeigt werden, dass die Transfektion von nicht-metastasierenden 1F6 
Melanomzellen mit siRNA-sGCβ1 unter den gewählten Versuchsbedingungen keine 
Auswirkungen auf die Proliferation und den Zellzyklus hat. 
3.1.2.4. mRNA Analyse der in den cGMP-Signalweg involvierten Gene in 1F6-
siRNA-sGCβ1 Zellen: MRP4/5, e/iNOS, GC-A/B und Tyrosinase 
Um zu überprüfen, ob die Transfektion mit siRNA-sGCβ1 in 1F6 Melanomzellen 
Auswirkungen auf Gene des cGMP-Signalwegs, insbesondere MRP4 und 5, bei 1g 
kultivierten Zellen hat, wurden mRNA Expressionsanalysen durchgeführt. Zu den 
untersuchten Genen des cGMP-Signalwegs zählten neben MRP4 und 5 auch 
Abbildung 3-18: Darstellung der zeitabhängigen BrdU-Proliferationsanalyse (10 µM für 1 h) bei 
nicht-transfizierten 1F6 Melanomzellen und 1F6-siRNA-sGCβ1 Zellen in DMEM-10% FKS 
Medium. – Abgebildet sind repräsentative Histogramme von nicht-transfizierten 1F6 Melanomzellen 
24 h (A), 36 h (C) und 48 h (E) und von 1F6-siRNA-sGCβ1 Zellen 24 h (B), 36 h (D) und 48 h (F) nach 
Überführung der Zellen in DMEM-10% FKS. Kontrolle: nicht-transfizierte 1F6 Melanomzellen. 
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e/iNOS, GC-A/B und Tyrosinase. Als Kontrolle zu den mit siRNA-sGCβ1 transfizierten 
1F6 Melanomzellen dienten nicht-transfizierte 1F6 Melanomzellen, welche bei 
gleichen Bedingungen kultiviert wurden.  
Die auf mRNA-Ebene erhaltenen Werte für MRP4 und 5, welche spezifische 
Transporter zyklischer Nukleotide darstellen, zeigen mit 104,6 ± 3,39% und 101,30 ± 
1,83% im Vergleich zu nicht-transfizierten 1F6 Melanomzellen keinen Unterschied in 
der mRNA-Expression (Abb. 3-19). Auch eine Transfektion mit siRNA-Non-targ. 
zeigte im Vergleich zu nicht-transfizierten 1F6 Melanomzellen keine Änderung der 
MRP4/5 mRNA-Expression. Lediglich die Bestimmung der MRP4-Expression in 
siRNA-Non-targ. transfizierten Zellen zeigte eine leichte Erniedrigung von 9,22% ± 
4,17%, die jedoch nicht signifikant war. Diese Daten deuten darauf hin, dass eine 
Transfektion mit siRNA-sGCβ1 bei 1g kultivierten Zellen keinen Einfluss auf die 
MRP4 und MRP5 mRNA-Expression hat. 
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Neben der über qPCR erhaltenen mRNA-Expression wurde die MRP5-Expression 
ebenfalls auf Proteinebene über Durchflußzytometrie bestimmt. Abb. 3-20 A zeigt je 
ein repräsentatives Histogramm für die Expression von MRP5 auf Proteinebene bei 
1F6-siRNA-sGCβ1 Zellen im Vergleich zu nicht-transfizierten 1F6 Melanomzellen. 
Sowohl die transfizierten, als auch die Kontrollzellen weisen eine MRP5-Expression 
von ca. 25% auf. Die nicht signifikante Runterregulierung von 1,68% (± 2,09%) aus 
den Mittelwerten von drei unabhängigen Versuchen wurde in einem Balkendiagramm 
zusammengefasst (Abb. 3-20 B). Demnach konnte auch auf Proteinebene keine 
Abbildung 3-19: MRP4/5-Expression auf mRNA-Ebene in 
siRNA-sGCβ1-transfizierten und bei 1g kultivierten 1F6 
Melanomzellen. – Die Auswertung der 1F6-siRNA-sGCβ1 Proben 
erfolgte gegen nicht-transfizierte 1F6 Melanomzellen (100%). 
Transfektionen mit siRNA-Non-targ. wurden als Negativkontrollen 
verwendet. Die Daten setzen sich aus drei unabhängigen 
Versuchen, welche jeweils in Triplikaten durchgeführt wurden, 
zusammen. 
  Ergebnisse 
 70 
Veränderung der MRP5-Expression bei 1F6-siRNA-sGCβ1 Zellen im Vergleich zu 
nicht-transfizierten Zellen nachgewiesen werden. 
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Neben MRP4 und 5 wurde die mRNA-Expression auch für eNOS und iNOS in 1F6-
siRNA-sGCβ1 Zellen bestimmt. eNOS wurde im Vergleich zu nicht-transfizierten 1F6 
Melanomzellen auf 96,35 ± 1,02% runterreguliert, wohingegen die Expression von 
iNOS 102,14 ± 0,70% betrug (Abb. 3-21). Die Transfektion mit siRNA-Non-targ. 
zeigte ebenfalls keine Beeinflussung der e/iNOS-Expression auf mRNA-Ebene. Die 
1g Kontrolle 25,09% 25,45% 1g siRNA-sGCβ1 A 
B 
Abbildung 3-20: MRP5-Proteinexpression bei 1g 
kultivierten 1F6-siRNA-sGCβ1 Melanomzellen. – (A) Die 
dargestellten Histogramme zeigen repräsentativ die MRP5 
Expression in den untersuchten Zellen. Zellen die 
ausschließlich mit dem 2. Antikörper (FITC markiert, grauer 
Histogrammverlauf) inkubiert wurden, dienten als 
Negativkontrolle. Das violette Histogramm zeigt die zu 
untersuchenden Proben. (B) Das Balkendiagramm zeigt 
jeweils die Mittelwerte für 1g + und 1g – siRNA-sGCβ1 Proben 
(± STABW). Die Ergebnisse stammen aus Triplikaten von drei 
unabhängigen Versuchen. Kontrolle: nicht-transfizierte 1F6 
Melanomzellen. 
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Expression der eNOS und iNOS wurde auf mRNA-Ebene durch die Hemmung der 
β1-Untereinheit demnach nicht beeinflusst.  
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Die membrangebundenen GC-A und GC-B reagierten unterschiedlich auf eine über 
siRNA gehemmte sGCβ1-Untereinheit. Während GC-B ähnlich wie die vorher 
untersuchten Gene des cGMP-Signalweges nicht auf die veränderte Expression der 
sGCβ1 reagierten (102,76 ± 0,46%), zeigte GC-A eine geringe, aber signifikante 
Verringerung der mRNA-Expression auf 85,69 ± 1,53%. Die mit siRNA-Non-targ. 
transfizierten Kontrollzellen zeigten hingegen keinerlei Veränderung der GC-A- oder 
GC-B-Expression auf mRNA-Ebene, was für eine spezifische Runterregulierung der 
GC-A in 1F6-siRNA-sGCβ1 Zellen spricht (Abb. 3-22). 
Abbildung 3-21: mRNA-Expression von eNOS und iNOS 
in siRNA-sGCβ1-transfizierten und bei 1g kultivierten 1F6 
Melanomzellen. – Die prozentuale Darstellung der über 
qPCR bestimmten Expression von eNOS und iNOS in 1F6-
siRNA-sGCβ1 Zellen erfolgte im Vergleich zu nicht-
transfizierten 1F6 Melanomzellen (100%). Die Ergebnisse 
stammen aus Triplikaten von drei unabhängigen Versuchen. 
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Da nach Hypergravitation neben einem erhöhten cGMP Efflux auch eine erhöhte 
Melaninproduktion in NHMs und nicht-metastasierenden Melanomzellen 
nachgewiesen werden konnte (Ivanova et al. 2004), war für die vorliegende Arbeit 
die Bestimmung der Tyrosinase, als geschwindigkeitsbestimmendes Enzym in der 
Melanogenese, von Interesse. Deshalb wurde neben der mRNA-Bestimmung der 
bereits erwähnten in den cGMP-Signalweg involvierten Gene auch die Tyrosinase 
nach Hemmung der β1-Untereinheit über siRNA-sGCβ1 bei 1g bestimmt. Hierbei 
konnte keine Veränderung der Tyrosinase mRNA-Expression festgestellt werden 
(103,39 ± 2,96%; Abb. 3-23). 
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Abbildung 3-22: Expression von GC-A und GC-B auf 
mRNA-Ebene in siRNA-sGCβ1-transfizierten und bei 1g 
kultivierten 1F6 Melanomzellen. – Dargestellt ist die 
prozentuale Veränderung der mRNA-Expression von GC-A 
und GC-B in siRNA-sGCβ1 und siRNA-Non-targ. 
transfizierten 1F6 Melanomzellen. Die Auswertung erfolgte 
gegen nicht-transfizierte 1F6 Melanomzellen (100 Die 
Ergebnisse setzen sich aus Triplikaten von drei 
unabhängigen Versuchen zusammen. *p ≤ 0,05 gegen nicht-
transfizierte Kontrollzellen. 
Abbildung 3-23: Expression der Tyrosinase in 1F6-siRNA-
sGCβ1 Zellen auf mRNA Ebene unter 1g Bedingungen. – Die 
Tyrosinase mRNA-Expression in siRNA-sGCβ1 und siRNA-Non-
targ. transfizierten 1F6 Melanomzellen wurden im Vergleich zu 
nicht-transfizierten (100%) 1F6 Melanomzellen bestimmt. Die 
Daten stammen aus Triplikaten von drei unabhängigen 
Versuchen. 
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3.2. Einfluss der sGCβ1-Hemmung auf die im cGMP-Signalweg 
involvierten Gene in humanen Melanomzellen mit unterschiedlichem 
Metastasierungspotential nach Hypergravitation 
Ziel der vorliegenden Arbeit war es, den Einfluss der sGC auf die 
hypergravitationsbedingte Expression der cGMP-Transporter MRP4 und 5 in nicht-
metastasierenden 1F6 Melanomzellen zu untersuchen. Weiterhin wurde die Rolle der 
sGC bei der Expression anderer in den cGMP-Signalweg involvierten Gene (e/iNOS, 
GC-A/B und Tyrosinase) unter Hypergravitation erforscht. Die Zellen wurden, wie in 
Kapitel 2.2.4 und Abb. 2-2 dargestellt, bearbeitet. Zusätzlich zu siRNA-sGCβ1 
transfizierten Zellen wurde die hoch-metastasierende BLM Melanomzelllinie 
untersucht, welche keine NO-sensitive sGC besitzt und nicht pigmentiert ist. Die 
Kultivierung erfolgte bei gleichen Umgebungsbedingungen wie die Kultivierung von 
nicht-metastasierenden 1F6 Melanomzellen. 
Die nachfolgend in den Kapiteln 3.2.1–3.2.5 dargestellten Abbildungen zeigen erneut 
Mittelwerte aus drei unabhängigen, jeweils in Triplikaten durchgeführten, Versuchen. 
Als Kontrolle zu den bei 5g kultivierten, nicht-transfizierten 1F6 Melanomzellen 
dienten 1g Kontrollzellen. Die mRNA-Expression in 1F6-siRNA-sGCβ1 Zellen unter 
erhöhter Schwerkraft von 5g wurde im Vergleich zu 1F6-siRNA-sGCβ1 Zellen unter 
1g bestimmt. 
3.2.1. Expression der sGC Untereinheiten α1 und β1 
Die Expression von sGCα1 bzw. sGCβ1 wurde nach Hypergravitation in nicht-
metastasierenden 1F6 Melanomzellen auf mRNA-Ebene bestimmt.  
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Abbildung 3-24: sGCα1 und sGCβ1 mRNA-
Expression in nicht-metastasierenden 1F6 
Melanomzellen nach Hypergravitation. – Im 
Balkendiagramm sind die hypergravitationsbedingten 
Änderungen von sGCα1 und sGCβ1 in 1F6 
Melanomzellen dargestellt. 
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Wie in Abb. 3-24 zu erkennen ist, führte Langzeitzentrifugation zu keiner veränderten 
sGCα1 mRNA-Expression (97,08 ± 1,03%). Die sGCβ1-Expression auf mRNA-Ebene 
war mit 111,22 ± 3,38% im Vergleich zu den basalen 1g Kontrollzellen nur leicht, 
aber nicht-signifikant erhöht.  
3.2.2. Expression von MRP4/5 als spezifische Transporter zyklischer 
Nukleotide 
Die mRNA-Expression der MRP4 und 5 in nicht-transfizierten 1F6 Melanomzellen 
war nach Hypergravitation auf 123,02 ± 7,01% bzw. 139,35 ± 2,95% im Vergleich zu 
den bei 1g gemessenen Werten statistisch signifikant erhöht (Abb. 3-25). Um die 
Rolle des cGMP-Transporters MRP5 beim hypergravitationsinduzierten cGMP-Efflux 
in NO-stimulierten 1F6 Melanomzellen zu untersuchen, wurden nicht-
metastasierende 1F6 Melanomzellen mit dem NO-Donor DETA-NO (0,1 mM) 
stimuliert, was zu einer erhöhten cGMP-Konzentration führt. Da die MRP5-
Expression im Vergleich zur MRP4-Expression in nicht-stimulierten 1F6 
Melanomzellen deutlich höher war, wurde in NO-stimulierten 1F6 Melanomzellen 
ausschließlich die MRP5-Expression bestimmt. Diese war nach Zentrifugation bei 5g 
für 24 h auf 118,13 ± 0,61% im Vergleich zu den NO-stimulierten 1g Kontrollzellen 
erhöht (Abb. 3-25). Die Ergebnisse zeigen, dass sowohl für MRP4, als auch für 
MRP5 in nicht-metastasierenden 1F6 Melanomzellen eine hypergravitationsbedingte 
Hochregulierung der Expression auf mRNA-Ebene nachgewiesen werden konnte. 
Auch in NO-stimulierten 1F6 Melanomzellen wurde die MRP5-Expression nach 
Hypergravitation hochreguliert. 
 
  Ergebnisse 
 75 
MRP4 MRP5 MRP5+NO
M
R
P
4/
5 
m
R
N
A
-E
xp
re
ss
io
n 
na
ch
 
H
yp
er
gr
av
tia
tio
n 
(%
)
0
20
40
60
80
100
120
140
160
*
*
 
 
 
Die auf mRNA-Ebene erhaltenen Werte für MRP5 wurden ergänzend über 
durchflußzytometrische Analysen auf Proteinebene bestimmt. Abb. 3-26 zeigt die 
Proteinexpression von MRP5 bei der nicht-metastasierenden 1F6 Melanomzelllinie 
nach Hypergravitation. In Abb. 3-26 A sind zwei repräsentative Histogramme 
dargestellt. Bei einer Schwerkraft von 1g bzw. 5g beträgt die MRP5 
Proteinexpression 50,66% bzw. 62,73%. Das in Abb. 3-26 B dargestellte 
Balkendiagramm stellt die zusammengefassten Werte aus Triplikaten von drei 
unabhängigen Versuchen dar. Die Expression von MRP5 war nach Hypergravitation 
auf Proteinebene signifikant um 20,26 ± 2,57% im Vergleich zu den 1g Kontrollzellen 
erhöht. Diese Ergebnisse stimmen mit der ebenso erhöhten MRP5-Expression auf 
mRNA-Ebene bei 5g kultivierten 1F6 Melanomzellen im Vergleich zu den 1g 
Kontrollzellen überein. 
 
Abb. 3-25: MRP4 und MRP5 mRNA-Expression in NO-stimulierten und nicht-stimulierten 1F6 
Melanomzellen nach Hypergravitation. - Die Ergebnisse stammen aus drei unterschiedlichen, 
jeweils in Triplikaten durchgeführten, Versuchen. *p ≤ 0,05 gegen die bei 1g gemessenen Werte. 
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Abb. 3-27 A zeigt für NO-stimulierte Zellen bei 1g bzw. 5g Bedingungen jeweils ein 
repräsentatives Histogramm. Die Proteinexpression für MRP5 bei den Kontrollzellen 
liegt bei 41,07% und die der 5g Proben bei 48,17%. Die im Balkendiagramm (Abb. 3-
27 B) zusammengefassten Ergebnisse aus Triplikaten von drei unabhängigen 
Versuchen zeigen eine um 18,73 ± 2,89% erhöhte Expression von MRP5 nach 
Hypergravitation. Die auf mRNA-Level ermittelte hypergravitationsbedingte MRP5-
Expressionssteigerung in NO-stimulierten 1F6 Melanomzellen konnte somit auch auf 
Proteinebene nachgewiesen werden. 
 
A 
B Abbildung 3-26: MRP5-Proteinexpression in nicht-
metastasierenden 1F6 Melanomzellen nach 
Hypergravitation. – (A) Die dargestellten Histogramme zeigen 
repräsentativ die MRP5-Expression in den untersuchten Zellen. 
Zellen die ausschließlich mit dem 2. Antikörper (FITC markiert, 
grauer Histogrammverlauf) inkubiert wurden, dienten als 
Negativkontrolle. Das violette Histogramm zeigt die zu 
untersuchenden Proben. (B) Das Balkendiagramm zeigt jeweils 
die Mittelwerte für 1g und 5g Proben (± STABW). Die 
Ergebnisse stammen aus Triplikaten von drei unabhängigen 
Versuchen. ***p ≤ 0,0001 gegen 1g Kontrollwerte. 
Fluoreszenzintensität 
5g 62,73% 1g 50,66% 
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Um den Einfluss der sGC auf die hypergravitationsinduzierte MRP4- und 5-
Expression in der nicht-metastasierenden 1F6 Melanomzelllinie zu untersuchen, 
wurde die β1-Untereinheit über siRNA-Transfektion gehemmt. Die prozentualen 
Werte der mRNA-Expression von MRP4 und 5 lagen bei 100,42 ± 1,65% und 104,16 
± 2,58% nach Hypergravitation von 1F6-siRNA-sGCβ1 Melanomzellen im Vergleich 
zu den entsprechenden transfizierten 1g Kontrollzellen (Abb. 3-28). Im Gegensatz zu 
nicht-metastasierenden 1F6 Melanomzellen, welche eine NO-stimulierbare sGC 
besitzen, konnte bei siRNA-sGCβ1 transfizierten 1F6 Melanomzellen keine 
hypergravitationsbedingte Regulierung der untersuchten Gene festgestellt werden.  
Fluoreszenzintensität 
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5g + DETA-NO 1g + DETA-NO 41,07% 48,17% A 
B Abbildung 3-27: MRP5-Proteinexpression bei NO-
stimulierten (0,1 mM DETA-NO) nicht-metastasierenden 
1F6 Melanomzellen nach Hypergravitation. – (A) Die 
dargestellten Histogramme zeigen repräsentativ die MRP5-
Expression in NO-stimulierten 1F6 Melanomzellen. Zellen die 
ausschließlich mit dem 2. Antikörper (FITC markiert, grauer 
Histogrammverlauf) inkubiert wurden, dienten als 
Negativkontrolle. Das violette Histogramm zeigt die zu 
untersuchenden Proben. (B) Das Balkendiagramm zeigt 
jeweils die Mittelwerte für 1g + NO und 5g + NO Proben (± 
STABW). Die Ergebnisse stammen aus Triplikaten von drei 
unabhängigen Versuchen. **p ≤ 0,001 gegen 1g + NO 
Kontrollwerte. 
** 
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Die Proteinexpression von MRP5 bei 1F6-siRNA-sGCβ1 Melanomzellen nach 
Hypergravitation beträgt 26,92% und für die 1g Kontrollzellen 25,45% (repräsentative 
Histogramme Abb. 3-29 A). Dies deutet darauf hin, dass MRP5 in 1F6-siRNA-sGCβ1 
Melanomzellen auch auf Proteinebene nicht hypergravitationsbedingt erhöht wird 
(2,73 ± 2,05%; Abb. 3-29 B). Diese Ergebnisse stimmen mit den Werten auf mRNA-
Ebene überein, wonach keine hypergravitationsinduzierte MRP5-Regulierung in 1F6-
siRNA-sGCβ1 Melanomzellen nachgewiesen werden konnte (Abb. 3-28). 
 
 
 Fluoreszenzintensität 
A 1g Kontrolle 25,45% 26,92% 5g siRNA-sGCβ1 
Re
la
tiv
e 
Ze
llz
ah
l 
1F6-siRNA-sGCβ1 Abb. 3-28: MRP4 und MRP5 mRNA-
Expression in 1F6-siRNA-sGCβ1 
Zellen nach Hypergravitation. - Die 
Ergebnisse stammen aus drei 
unterschiedlichen, jeweils in Triplikaten 
durchgeführten Versuchen. 
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Da die β1-Untereinheit der sGC bei 1F6-siRNA-sGCβ1 Zellen gehemmt ist und keine 
durch NO stimulierbare sGC mehr vorliegt, wurde im Folgenden untersucht, wie 
MRP4 und 5 bei der hoch-metastasierenden BLM Melanomzelllinie, welche aufgrund 
einer fehlenden β1-Untereinheit ebenfalls keine NO-sensitive sGC besitzt (Ivanova et 
al. 2001), auf erhöhte Schwerkraft reagieren. Die prozentual dargestellte mRNA-
Expression von MRP4 und 5 betrug 95,13 ± 1,53% bzw. 102,75 ± 1,05% im 
Vergleich zu 1g Kontrollzellen (Abb. 3-30). Die in Abb. 3-30 dargestellten Werte 
zeigen demnach keinen signifikanten Expressionsunterschied der untersuchten 
Gene auf mRNA-Ebene zwischen 5g und 1g kultivierten Zellen. 
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B Abbildung 3-29: MRP5-Proteinexpression in 1F6-siRNA-
sGCβ1 Melanomzellen nach Hypergravitation. – (A) Die 
dargestellten Histogramme zeigen repräsentativ die MRP5-
Expression in den untersuchten Zellen. Insgesamt wurden 104 
Zellen aus den gemessen Proben für 1g + siRNA-sGCβ1 und 
5g + siRNA-sGCβ1 Bedingungen bestimmt. Als 
Negativkontrolle wurden Zellen verwendet, die ausschließlich 
mit dem 2. Antikörper (FITC markiert, graues Histogramm) 
inbkubiert wurden. Der violette Histogrammverlauf zeigt die zu 
untersuchenden Proben. (B) Das Balkendiagramm zeigt 
jeweils die Mittelwerte für 1g + siRNA-sGCβ1 und 5g + siRNA-
sGCβ1 Proben (± STABW). Die Ergebnisse stammen aus 
Triplikaten von drei unabhängigen Versuchen. Kontrolle: bei 
1g kultivierte siRNA-sGCβ1 1F6 Melanomzellen. 
BLM Abb. 3-30: MRP4 und MRP5 mRNA-
Expression in hoch- 
metastasierenden BLM 
Melanomzellen nach 
Langzeitzentrifugation (5g für 24 h). 
– Die Ergebnisse stammen aus drei 
unterschiedlichen, jeweils in 
Triplikaten durchgeführten Versuchen. 
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3.2.3. Expression der endothelialen und induzierbaren Stickstoffmonoxid-
Synthasen  
Die eNOS und iNOS sind zwei weitere in den cGMP-Signalweg involvierte Gene, 
deren mRNA-Expression nach Hypergravitation untersucht wurde. Abb. 3-31 A zeigt, 
dass die mRNA-Expression von eNOS nach Langzeitzentrifugation (5g für 24 h) von 
nicht-metastasierenden 1F6 Melanomzellen auf 131,03 ± 1,62% und von iNOS auf 
113,21 ± 1,03% im Vergleich zu 1g Kontrollzellen signifikant erhöht war. Wurden 
1F6-siRNA-sGCβ1 Melanomzellen Hypergravitation ausgesetzt, konnte für eNOS 
eine mRNA-Expression von 101,94 ± 2,61% und für iNOS von 100,4 ± 1,35% im 
Vergleich zu den transfizierten 1g Kontrollzellen (Abb. 3-31 A) nachgewiesen 
werden. Im Gegensatz zu nicht-transfizierten 1F6 Melanomzellen konnte bei 1F6-
siRNA-sGCβ1 Melanomzellen keine hypergravitationsbedingte Regulierung der 
eNOS und iNOS nachgewiesen werden. 
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Zusätzlich zu den verwendeten 1F6-siRNA-sGCβ1 Melanomzellen erfolgte die 
Bestimmung der e/iNOS mRNA-Expression erneut in der hoch-metastasierenden 
BLM Melanomzelllinie, welche keine NO-sensitive sGC besitzt. Hypergravitation 
führte in BLM Zellen zu einer nicht-signifikanten Runterregulierung von eNOS auf 
88,67 ± 5,04%, wohingegen die prozentuale Expression von iNOS bei 101,07 ± 
5,54% lag (Abb. 3-31 B). Auch in der hoch-metastasierenden BLM Melanomzelllinie 
konnte, wie in Abb. 3-31 A für 1F6-siRNA-sGCβ1 Zellen dargestellt, keine 
hypergravitationsbedingte Änderung der e- bzw. iNOS mRNA-Expression 
nachgewiesen werden.  
3.2.4. Expression der partikulären Isoformen der Guanylylzyklasen A und B 
Um zu untersuchen, ob die membranären Isoformen GC-A und GC-B eine Rolle 
beim erhöhten cGMP-Efflux nach Hypergravitation spielen, wurde deren Expression 
auf mRNA-Ebene bestimmt. Die GC-A mRNA-Expression in nicht-metastasierenden 
1F6 Melanomzellen lag nach Hypergravitation bei 101,00 ±1,41% und die GC-B-
Expression bei 103,84 ± 2,84% (Abb. 3-32 A). Die Bestimmung von 1F6-siRNA-
sGCβ1 Zellen nach Hypergravitation zeigte weder für GC-A mit 99,34 ± 1,56% noch 
für GC-B mit 97,01 ± 1,36% eine durch Hypergravitation bedingte Veränderung der 
mRNA-Expression im Vergleich zu nicht-transfizierten Zellen unter 1g. Demnach 
konnte nach Langzeitzentrifugation sowohl für nicht-transfizierte, als auch für siRNA-
sGCβ1-transfizierte 1F6 Melanomzellen keine hypergravitationsbedingte 
Abbildung 3-31: eNOS und iNOS mRNA-Expression in 
nicht-metastasierenden 1F6-, 1F6-siRNA-sGCβ1- (A), und 
hoch-metastasierenden BLM Melanomzellen (B) nach 
Hypergravitation. – Die Ergebnisse stammen aus drei 
unterschiedlichen, jeweils in Triplikaten durchgeführten, 
Versuchen. **p ≤ 0,001 gegen die bei 1g gemessenen Werte. 
B BLM 
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Veränderung der GC-A bzw. GC-B auf mRNA-Ebene im Vergleich zur jeweiligen 1g 
Kontrolle nachgewiesen werden. 
 
G
C
-A
/B
 m
R
N
A
-E
xp
re
ss
io
n 
na
ch
H
yp
er
gr
av
ita
tio
n 
(%
)
0
20
40
60
80
100
120
GC-A GC-A 
siRNA-sGCβ1
GC-B GC-B
siRNA-sGCβ1
 
GC-A GC-B
G
C
-A
/B
 m
R
N
A
-E
xp
re
ss
io
n 
na
ch
H
yp
er
gr
av
ita
tio
n 
(%
)
0
20
40
60
80
100
 
 
Abb. 3-32 B zeigt die mRNA-Expression von GC-A und GC-B in der hoch-
metastasierenden BLM Melanomzelllinie. Auch hier konnte mit 88,51 ± 3,00% für 
GC-A und 89,00 ± 3,00% für GC-B keine signifikante hypergravitationsbedingte 
Änderung der mRNA-Expression im Vergleich zu 1g Kontrollzellen nachgewiesen 
werden. 
Abbildung 3-32: GC-A und GC-B mRNA-Expression nach 
Hypergravitation in Melanomzellen mit 
unterschiedlichem Metastasierungspotential und 1F6-
siRNA-sGCβ1 Melanomzellen. - (A) Darstellung der GC-A- 
und GC-B-Expression auf mRNA-Ebene in nicht 
metastasierenden 1F6 Melanomzellen und 1F6-siRNA-sGCβ1 
Zellen unter 5g Bedingungen. (B) GC-A und GC-B mRNA-
Expression in der hoch-metastasierenden BLM 
Melanomzelllinie. 
A 
B 
1F6 
BLM 
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3.2.5. Tyrosinase Expression als Schlüsselenzym bei der Melanogenese 
Hypergravitation führt neben einem erhöhten cGMP-Efflux in nicht-metastasierenden 
1F6 Melanomzellen auch zu einem erhöhten intrazellulären cAMP-Spiegel und 
Melaningehalt in Anwesenheit von IBMX (Ivanova et al. 2004). Im Folgenden wurde 
die mRNA-Expression der Tyrosinase als Schlüsselenzym der Melanogenese in der 
nicht-metastasierenden 1F6 Melanomzelllinie unter Anwesenheit von IBMX nach 
Hypergravitation bestimmt. Des Weiteren wurde die Tyrosinase-Expression in 1F6-
siRNA-sGCβ1 Zellen sowohl bei einer Schwerkraft von 5g als auch 1g nachgewiesen. 
In Abb. 3-33 wurden die Ergebnisse zusammengefasst und in einem 
Balkendiagramm dargestellt.  
Die Tyrosinase-Expression war auf mRNA-Ebene nach Hypergravitation in nicht-
metastasierenden 1F6 Melanomzellen signifikant auf 141,76 ± 7,21% erhöht (Abb. 3-
33). Im Vergleich hierzu betrug die mRNA-Expression der Tyrosinase in 1F6-siRNA-
sGCβ1 Zellen nach Hypergravitation 106,34 ± 1,57% im Vergleich zu 1F6-siRNA-
sGCβ1 Zellen die bei 1g kultiviert wurden. Zu erkennen ist daher eine deutlich 
erhöhte hypergravitationsbedingte Tyrosinase mRNA-Expression in nicht-
transfizierten 1F6 Melanomzellen, welche jedoch in siRNA-sGCβ1 transfizierten 1F6 
Melanomzellen nicht mehr nachgewiesen werden kann. 
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Abbildung 3-33: Nachweis der mRNA Tyrosinase-
Expression in nicht-metastasierenden 1F6 
Melanomzellen und 1F6-siRNA-sGCβ1 nach 
Langzeitzentrifugation. - Die Ergebnisse stammen aus drei 
unterschiedlichen, jeweils in Triplikaten durchgeführten, 
Versuchen. ***p ≤ 0,0001 gegen die jeweilige 1g Kontrolle. 
Kontrolle: nicht-transfizierte 1F6 Melanomzellen (5g). 
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4. DISKUSSION 
Humane epidermale Melanozyten sind aufgrund ihrer Lage in der Epidermis ständig 
äußeren Reizen, wie z.B. Strahlung und Druck, ausgesetzt, welche sie intrazellulär in 
biochemische Signale umwandeln. In der vorliegenden Arbeit wurde der Einfluss der 
löslichen Guanylylzyklase, als zentrales Enzym im cGMP-Signalweg, auf die 
schwerkraftinduzierte Expression der selektiven cGMP-Transporter MRP4 und MRP5 
in nicht-metastasierdenen 1F6 Melanomzellen untersucht. Hierfür erfolgte die 
Hemmung der Proteinexpression der sGCβ1-Untereinheit auf mRNA-Ebene über die 
Transfektion mit siRNA. Die Bestimmung der MRP4/5 mRNA-Expression zeigte 
keine hypergravitationsbedingte Regulierung von MRP4 und MRP5 in den 
untersuchten mit siRNA-sGCβ1 transfizierten Zellen. Nicht-transfizierte 1F6 
Melanomzellen zeigten im Vergleich hierzu jedoch eine erhöhte MRP4/5 mRNA-
Expression nach Langzeitzentrifugation. Darüber hinaus wurden neben MRP4 und 
MRP5 weitere in den Signalweg des sekundären Botenstoffs cGMP involvierte Gene 
untersucht. So konnte auch für eNOS und iNOS nach Hypergravitation eine erhöhte 
mRNA-Expression gemessen werden. Dieser Effekt konnte in 1F6-siRNA-sGCβ1 
Zellen ebenfalls nicht mehr nachgewiesen werden. Die mRNA-Expression der 
Tyrosinase, welche eine zentrale Rolle in der Melanogenese einnimmt, war nach 
Langzeitzentrifugation in 1F6 Melanomzellen im Vergleich zu basalen Bedingungen 
erhöht. Nach Hemmung der β1-Untereinheit der sGC über siRNA konnte keine 
Erhöhung der Tyrosinase mRNA-Expression bei 5g mehr bestimmt werden. 
Demnach scheint die sGC eine zentrale Rolle bei der hypergravitationsbedingten 
Änderung in der mRNA-Expression der MRP4/5, e/iNOS und Tyrosinase zu spielen. 
4.1. Die hypergravitationsstimulierte Expression der cGMP Transporter 
MRP4 und 5 ist abhängig von der Anwesenheit einer NO-sensitiven sGC 
In früheren Arbeiten konnten Ivanova et al. (2004) zeigen, dass normale humane 
Melanozyten (NHM) und nicht-metastasierende Melanomzellen (u.a. 1F6), jedoch 
nicht hoch-metastasierende Melanomzellen (u.a. BLM), auf Langzeitzentrifugation in 
Anwesenheit des nicht-selektiven PDE-Inhibitors IBMX mit einem erhöhten cGMP-
Efflux reagieren. In weiteren Hypergravitationsversuchen inkubierten Ivanova et al. 
1F6 Melanomzellen anstelle des IBMX mit Trequinsin und Probenecid, welche 
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Inhibitoren der cGMP-Transporter MRP4 und MRP5 darstellen (Jedlitschky et al. 
2000). Trequinsin ist weiterhin ein spezifischer PDE5-Inhibitor und Probenecid ein 
Inhibitor endogener, nicht-selektiver Transporter. Über eine anschließende 
Bestimmung der intra- und extrazellulären cGMP-Konzentration konnten Ivanova et 
al. (2004) eine Hemmung des cGMP-Transports nachweisen. Diese Ergebnisse 
ließen den Schluss zu, dass endogene nicht-selektive cGMP-Transporter und 
möglicherweise die selektiven cGMP-Transporter MRP4/5 hypergravitationsbedingt 
erhöht wurden. Die hypergravitationsinduzierte Hochregulierung von MRP4 und 
MRP5 auf mRNA-Ebene in nicht-metastasierenden 1F6 Melanomzellen konnte 
Lambers (B.Lambers, Dissertation RWTH Aachen, 2009) nachweisen. Im Gegensatz 
zu nicht-metastasierenden 1F6 Melanomzellen konnte bei hoch-metastasierenden 
Melanomzellen (u.a. BLM) kein erhöhter cGMP-Transport bzw. MRP4/5-Expression 
nachgewiesen werden (Ivanova et al. 2004, B.Lambers, Dissertation RWTH Aachen, 
2009). Da hoch-metastasierende Melanomzellen aufgrund einer fehlenden β1-
Untereinheit keine NO-sensitive sGC besitzen (Ivanova et al. 2001), sollte der 
Einfluss der sGC, als zentrales Enzym im cGMP-Signalweg, auf die 
hypergravitationsbedingte Hochregulierung von MRP4 und MRP5 untersucht werden. 
Hierfür wurde die sGCβ1-Untereinheit der nicht-metastasierenden 1F6 
Melanomzelllinie über siRNA-sGCβ1-Transfektion gehemmt. Bestimmungen der 
hypergravitationsbedingten MRP4 und MRP5 mRNA-Expression in 1F6-siRNA-
sGCβ1 Zellen zeigten, dass keine Erhöhung der MRP4 und MRP5 Expression 
nachgewiesen werden konnte. Im Gegensatz hierzu konnte für nicht-transfizierte 1F6 
Melanomzellen, wie bereits erläutert, nach Langzeitzentrifugation für MRP4 eine um 
23,02% und für MRP5 eine um 39,35% erhöhte mRNA-Expression gemessen 
werden. Diese Daten stimmen mit den durch Lambers (Dissertation B.Lambers, 
RWTH Aachen, 2009) erhaltenen Daten einer hypergravitationsbedingten 
Hochregulierung der MRP4/5 Transporter überein. Da der cGMP-spezifische 
Transporter MRP5 deutlich stärker exprimiert wurde als MRP4, erfolgte die 
Bestimmung auf Proteinebene ausschließlich für MRP5. Die erhaltene 
Hochregulierung der Proteinexpression von 20,26% stimmt mit der erhöhten mRNA-
Expression für MRP5 überein. Die Bestimmung von MRP5 in siRNA-sGCβ1-
transfizierten 1F6 Melanomzellen zeigte auf Proteinebene keine Veränderungen und 
unterstützt somit die über mRNA-Analysen erhaltenen Werte. Die MRP4/5 mRNA-
Expression wurde weiterhin in der hoch-metastasierenden BLM Melanomzelllinie 
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bestimmt, da sie aufgrund einer fehlenden β1-Untereinheit ebenso wie siRNA-sGCβ1-
transfizierte 1F6 Melanomzellen (1F6-siRNA-sGCβ1) keine NO-sensitive sGC 
besitzen (Ivanova et al. 2001). Wie bereits für 1F6-siRNA-sGCβ1 Melanomzellen 
bestimmt, konnte auch bei den BLM Zellen keine hypergravitationsstimulierte 
MRP4/5 mRNA-Expression nachgewiesen werden. Die erhaltenen Daten 
unterstützen die Ergebnisse von Lambers (Lambers 2009) und Ivanova et al. (2004), 
wonach keine hypergravitationsbedingte MRP4/5-Expression bzw. cGMP-Transport 
in hoch-metastasierenden BLM Melanomzellen nachgewiesen werden konnte. Diese 
Ergebnisse lassen vermuten, dass die hypergravitationsstimulierte Expression der 
cGMP Transporter MRP4 und MRP5 von der Anwesenheit einer NO-sensitiven sGC 
abhängig ist. Hypergravitation scheint einen Einfluss auf den NO-sGC-cGMP 
Signalweg zu haben. Eine verringerte intrazelluläre cGMP-Konzentration könnte 
demnach ein Adaptationsmechanismus von NHMs und nicht-metastasierenden 1F6 
Melanomzellen an Hypergravitation sein, da erhöhte Konzentrationen intrazellulären 
cGMPs potentiell zu einer Deadhäsion der Zellen führt (Ivanova et al. 2005). 
Stieber et al. (2005) konnten ebenso einen erhöhten cGMP-Transport in NO-
stimulierten 1F6 Melanomzellen nach Hypergravitation messen. In Anwesenheit von 
TQ war dieser Efflux reduziert. Um zu untersuchen, ob die gemessene erhöhte 
extrazelluläre cGMP-Konzentration über den cGMP-Transporter MRP5 erfolgt, wurde 
in der vorliegenden Arbeit die hypergravitationsbedingte MRP5-Expression auf 
mRNA- und Proteinebene in NO-stimulierten 1F6 Melanomzellen untersucht. Hierbei 
konnte eine um 18,13% erhöhte MRP5 mRNA und um 18,73% erhöhte MRP5 
Proteinexpression nachgewiesen werden. Diese Ergebnisse bestätigen die von 
Stieber et al. gemessene hypergravitationsbedingt erhöhte extrazelluläre cGMP-
Konzentration und unterstützen die bereits erhaltenen Ergebnisse zum 
Auswärtstransport von cGMP über MRP5. 
 
4.2. Einfluss der sGC auf die hypergravitationsinduzierte Expression der 
in den cGMP-Signalweg involvierten Gene in nicht-metastasierenden 1F6 
Melanomzellen 
Um den Einfluss der sGC auf weitere in den cGMP-Signalweg involvierte Gene zu 
untersuchen, wurde bei siRNA-sGCβ1-transfizierten 1F6 Melanomzellen die mRNA-
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Expression von e/iNOS, der membranären Formen der Guanylylzyklase GC-A/B und 
Tyrosinase nach Hypergravitation bestimmt. Aufgrund der bereits in Abschnitt 4.1 
beschriebenen hypergravitationsbedingten Erhöhung der MRP4/5 mRNA-Expression 
war insbesondere die Bestimmung der Expression von e/iNOS nach Hypergravitation 
auf mRNA-Ebene von großem Interesse. Da die sGC über die Bindung von NO 
aktiviert wird, wurde der Effekt von Hypergravitation auf eNOS und iNOS bei 1F6-
siRNA-sGCβ1 Zellen bestimmt. eNOS war insbesondere von Interesse in der 
vorliegenden Hypergravitationsstudie, da die eNOS mRNA-Expression über 
mechanische Kräfte, wie z.B. Scherkräfte, stimuliert wird (Ishibazawa et al. 2011) und 
es sich um ein membranäres Protein handelt. Da iNOS nicht nur induzierbar, 
sondern auch konstitutiv exprimiert wird, weiterhin eine mögliche Rolle in der 
Apoptoseresistenz spielt und mit Metastasierung und schlechten Überlebensraten 
korreliert (Ekmekcioglu et al. 2000, Grimm et al. 2008), wurde ferner die 
hypergravitationsbedingte Genexpression von iNOS bestimmt. Untersuchungen 
zeigten, dass in 1F6-siRNA-sGCβ1 Zellen keine hypergravitationsbedingte Änderung 
der mRNA-Expression von e/iNOS vorlag. Im Gegensatz hierzu konnte in nicht-
transfizierten 1F6 Melanomzellen nach Langzeitzentrifugation für eNOS eine 
Hochregulierung von 31,03% und für iNOS von 13,21% auf mRNA-Ebene 
nachgewiesen werden. Diese Ergebnisse unterstützen die von Spisni et al. 2003 
erhaltenen Daten, die eine hypergravitationsbedingt erhöhte Aktivität der eNOS in 
humanen endothelialen Zellen nachweisen konnten (Spisni et al. 2003). Dass nach 
Hemmung der β1-Untereinheit der sGC über siRNA-sGCβ1 keine Hochregulierung 
der eNOS-Expression auf mRNA-Ebene mehr nachweisbar, ist deutet darauf hin, 
dass die NO-sensitive sGC an dem hypergravitationsinduzierten Effekt der 
Hochregulierung von e/iNOS maßgeblich beteiligt ist. Die Hemmung der β1-
Untereinheit der sGC könnte über einen Rückkopplungsmechanismus die mRNA/ 
Protein Expression bzw. Aktivität der e/iNOS runterregulieren. Über diesen 
Rückkopplungsmechanismus könnte eine potentielle Überproduktion von NO, welche 
zytotoxische Eigenschaften hat, verhindert werden. Ein solcher Crosstalk ist bereits 
für den ANP-pGC-cGMP und den NO-sGC-cGMP Signalweg von Hussain et al. und 
Madhani et al. in vitro (in Aortagewebe) und in vivo (in Mäusen) nachgewiesen 
worden, wodurch cGMP-abhängige Effekte reguliert werden (Hussain et al. 1999, 
Hussain et al. 2001, Madhani et al. 2006). Weiterhin konnte bei der Bestimmung der 
e/iNOS mRNA-Expression in der hoch-metastasierenden BLM Melanomzelllinie, 
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welche ebenfalls keine NO-sensitive sGC besitzt, keine Hochregulierung der 
Expression auf mRNA-Ebene nachgewiesen werden. Diese Daten unterstützen die 
ebenso nicht nachweisbare Regulierung der e/iNOS mRNA-Expression in 1F6-
siRNA-sGCβ1 Zellen nach Hypergravitation. 
Neben der Bestimmung von e/iNOS wurden auch GC-A und GC-B bei siRNA-sGCβ1-
transfizierten 1F6 Melanomzellen unter Hypergravitationsbedingungen untersucht. 
Auch hierbei konnte keine hypergravitationsinduzierte Regulierung nachgewiesen 
werden. Weiterhin konnte kein hypergravitationsbedingter Anstieg der GC-A/B 
Expression in nicht-transfizierten 1F6-Melanomzellen nachgewiesen werden. Diese 
über qPCR erhaltenen Ergebnisse unterstützen die 2004 von Ivanova et al. über 
semiquantitative PCR gemessenen Daten, wonach keine schwerkraftbedingte 
Regulierung von GC-A und GC-B bestimmt werden konnte. Der von Ivanova et al. 
(2004) gemessene Anstieg an extrazellulärem cGMP nach Langzeitzentrifugation 
scheint demnach ausschließlich über den NO-sGC-cGMP Signalweg zu erfolgen. 
Diese Ergebnisse konnten erneut durch die Bestimmung der GC-A/B mRNA-
Expression nach Hypergravitation von hoch-metastasierenden BLM Melanomzellen 
bekräftigt werden. Auch hier konnte keine Regulierung der untersuchten GC-A/B auf 
Genexpressionsebene nachgewiesen werden. Da bei diesen Zellen, wie bereits 
erwähnt, ebenfalls keine NO-sensitive sGC vorhanden ist und Ivanova et al. keinen 
hypergravitationsbedingten Anstieg der extrazellulären cGMP-Konzentration 
nachweisen konnten (Ivanova et al. 2004), scheint dieser tatsächlich ausschließlich 
über den NO-sGC-cGMP Signalweg und nicht über den pGC-cGMP Signalweg 
abzulaufen.  
Weiterhin erfolgte die Bestimmung der sGCα1 und sGCβ1 mRNA-Expression nach 
Langzeitzentrifugation in nicht-metastasierenden 1F6 Melanomzellen. Hierbei konnte 
weder für die α1- noch für die β1-Untereinheit eine signifikante Regulierung 
gemessen werden. Hypergravitation scheint demnach, basierend auf den 
vorliegenden Ergebnissen, keinen Einfluss auf die Expression von α1 und β1 zu 
haben.  
Ivanova et al. (2004) konnten in ihren Studien neben einer erhöhten 
hypergravitationsbedingten extrazellulären cGMP-Konzentration eine erhöhte intra- 
und extrazelluläre cAMP-Konzentration und erhöhten Melaningehalt in NHMs und 
nicht-metastasierenden 1F6 Melanomzellen nachweisen. Aufgrund dieser 
Ergebnisse wurde in der vorliegenden Arbeit die Expression der Tyrosinase, als 
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geschwindigkeitsbestimmendes Enzym in der Melanogense, auf mRNA-Ebene nach 
Hypergravitation bestimmt. Sie betrug bei nicht-metastasierenden 1F6 
Melanomzellen 41,76% im Vergleich zu 1g Proben. Diese Hochregulierung der 
Tyrosinase-Expression stimmt mit dem von Ivanova et al. (2004) gefundenen 
erhöhten Melaningehalt und cAMP-Synthese überein. In 1F6-siRNA-sGCβ1 
Melanomzellen konnte nach Hypergravitation keine erhöhte Genexpression der 
Tyrosinase (6,34%) mehr nachgewiesen werden. Dementsprechend scheint ein 
Zusammenhang zwischen der Tyrosinase-Expression und dem sGC-cGMP 
Signalweg zu bestehen, da sonst keine Runterregulierung der Tyrosinase mRNA-
Expression nach Hemmung der sGCβ1-Untereinheit erfolgt wäre. Wie die UV-B 
bedingte Melanogenese könnte die hypergravitationsbedingte Melanogenese primär 
über den sGC-cGMP Signalweg verlaufen. Die erhaltenen Ergebnisse unterstützen 
die von Sasaki et al. publizierten Daten, wonach NO die Tyrosinase-Expression auf 
mRNA-Ebene in humanen Melanozyten stimuliert (Sasaki et al. 2000).  
Um weitere eventuelle Auswirkungen der sGCβ1-Hemmung zu untersuchen, wurden 
neben der Bestimmung der untersuchten Gene auf mRNA-Ebene ferner Zellzyklus- 
und Proliferationsanalysen in verschiedenen Medien (DMEM-Hepes und DMEM-10% 
FKS) durchgeführt. Bei Zellzyklusbestimmungen, welche über DNA-Färbungen mit 
Propidiumiodid durchgeführt wurden, konnten wir zeigen, dass die Transfektion von 
1F6 Melanomzellen mit siRNA-sGCβ1 im Vergleich zu nicht-transfizierten und mit 
siRNA-Non-targ. transfizierten Zellen in den beiden untersuchten Medien zu keiner 
Änderung des Zellzyklus führte. Weiterhin konnten auch Proliferationsanalysen über 
BrdU ebenfalls keine Unterschiede zwischen siRNA-sGCβ1-transfizierten und nicht-
transfizierten 1F6 Melanomzellen zeigen. Pifarré et al. (2009) konnten nachweisen, 
dass die β1-Untereinheit nicht nur als Heterodimer mit der α1-Untereinheit in der sGC 
vorkommt, sondern auch sGC unabhängig peripher an Chromosomen gebunden. 
Eine Hemmung der β1-Untereinheit über siRNA-Transfektion in C6-Gliomzellen der 
Ratte zeigte weiterhin eine erhöhte Proliferationsrate und den Wiedereintritt in den 
Zellzyklus. Pifarré et al. hypothetisierten weiterhin, dass die β1-Untereinheit 
verschiedene Funktionen einnimmt. Neben ihrer Funktion in der heterodimeren sGC, 
hat sie auch cGMP-unabhängige Funktionen, wie z.B. die Regulierung des Zellzyklus 
und der Proliferation. Eine Erklärung für die in der vorliegenden Arbeit nicht 
nachweisbare Änderung bei Proliferation und Zellzyklus nach Transfektion mit 
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siRNA-sGCβ1, könnte das Fehlen einer sGC-unabhängigen β1-Untereinheit in nicht-
metastasierenden 1F6 Melanomzellen sein. 
Neben Zellzyklus- und Proliferationsanalysen wurden die möglichen Auswirkungen 
einer siRNA-sGCβ1 Transfektion auf die Genexpression des cGMP-Signalwegs 
(MRP4/5, e/iNOS und GC-A/B) unter 1g Bedingungen auf mRNA-Ebene untersucht. 
Bis auf eine signifikante um 14,31% erniedrigte mRNA-Expression von GC-A konnte 
keine transfektionsbedingte Änderung der untersuchten Gene festgestellt werden. 
Die gemessene Runterregulierung von GC-A nach sGCβ1-Hemmung über siRNA-
Transfektion könnte durch einen Crosstalk zwischen der sGC und der GC-A zu 
erklären sein. Die Ergebnisse von Kotlo et al. (2010) unterstützen die erhaltenen 
Daten. Sie konnten einen Crosstalk zwischen sGCβ1 und der GC-A-Aktivität in 
humanen Nierenzellen nachweisen. Eine Hemmung der β1-Untereinheit führte zu 
einer verminderten GC-A-Aktivität. Kotlo et al. (2010) hypothetisieren, dass sGCβ1 
demnach die GC-Aktivität reguliert. Auch in den untersuchten nicht-metastasierenden 
1F6 Melanomzellen könnte ein Crosstalk zwischen sGCβ1 und der GC-A-Aktivität 
bzw. Expression auf mRNA-Ebene bestehen. 
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5. Zusammenfassung und Ausblick 
In den vergangenen Jahren konnte gezeigt werden, dass verschiedene Zellen 
unterschiedliche Adaptationsreaktionen auf veränderte Schwerkraftbedingungen 
aufzeigen. Sie reagieren u.a. mit Änderungen in Proliferation, Morphologie oder auch 
Signaltransduktionen. Humane Melanozyten eignen sich als humane Zellsysteme zur 
Untersuchung von Hyper- und Hypogravitationseffekten auf 
Signaltransduktionsebene, da sie aufgrund ihrer strategischen Position in der 
Epidermis ständig mechanischen Reizen ausgesetzt sind. Frühere Arbeiten zeigten 
einen unterschiedlichen Einfluss von Hypergravitation auf den cGMP- und cAMP-
Efflux und den Melaningehalt in Melanozyten und Melanomzellen unterschiedlichen 
Metastasierungspotentials. 
In der vorliegenden Arbeit konnte gezeigt werden, dass humane nicht-
metastasierende 1F6 Melanomzellen mit einer erhöhten Expression der untersuchten 
Gene (MRP4/5, e/iNOS und Tyrosinase) auf Langzeitzentrifugation (5g für 24 h) 
reagieren. Erfolgte hingegen die Transfektion von 1F6 Melanomzellen mit siRNA-
sGCβ1 konnte keine Änderung der untersuchten Gene nach Hypergravitation 
beobachtet werden. Die Bestimmung der in den cGMP-Signalweg involvierten Gene 
wurde weiterhin in der hoch-metastasierdenen BLM Melanomzelllinie durchgeführt, 
welche, wie siRNA-sGCβ1-transfizierte 1F6 Melanomzellen, keine NO-sensitive sGC 
besitzt. Auch hier konnte keine erhöhte Expression der untersuchten Gene auf 
mRNA-Ebene nachgewiesen werden. 
Die erhaltenen Ergebnisse weisen darauf hin, dass die sGC bei der Adaptation von 
nicht-metastasierenden 1F6 Melanomzellen, jedoch nicht in hoch-metastasierenden 
BLM Melanomzellen, an Hypergravitation eine bedeutende Rolle spielt. Über 
zukünftige Mikrogravitationsstudien sollte zum einen der NO-sGC-cGMP-Signalweg 
in melanozytären Zellen unterschiedlichen Metastasierungspotentials und zum 
anderen der Einfluss der sGC untersucht werden. Diese Studien könnten zur 
Klärung, ob Astronauten durch Langzeitflüge einem erhöhten Krebsrisiko ausgesetzt 
sind und zu einer verbesserten medizinischen Versorgung auf Langzeitflügen, 
beitragen. 
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